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Resumo – Avaliação da expressão da COX-2 em tumores mamários de cadela 
 
A ciclooxigenase-2 (COX-2) é uma proteína que se encontra envolvida na oncogénese e na 
inflamação, tendo sido demonstrada a sua sobrexpressão em diversas neoplasias humanas 
e animais. Nos tumores mamários esta enzima está associada a indicadores de pior 
prognóstico, tanto na mulher como na cadela. Adicionalmente, a utilização de fármacos 
inibidores da COX-2 demonstrou uma diminuição da incidência e da capacidade metastática 
em mulheres portadoras de cancro da mama. Também nos tumores mamários de cadela 
existe a evidência de que a utilização destes fármacos tem efeitos benéficos na melhoria da 
qualidade de vida e no aumento do tempo de sobrevivência. 
O objetivo principal deste estudo foi avaliar a expressão da COX-2 em neoplasias mamárias 
caninas e a sua associação com diversos parâmetros clinico-patológicos, de forma a 
investigar a importância desta proteína como um futuro alvo terapêutico. A expressão da 
COX-2 foi avaliada em 21 amostras de tumores por imunohistoquímica (IHQ), utilizando dois 
anticorpos anti-COX-2. Como controlo positivo foi utilizado útero de cadela com piómetra. A 
percentagem de células positivas nos tumores analisados foi classificada semi-
quantitativamente do seguinte modo: 0 - <10%; 1 - 10-25%; 2 - 26-50%; 3 – 51-75%; 4 – 76-
100%. A classificação da intensidade de marcação foi distribuída por quatro categorias: 1 - 
discreta (+); 2 - moderada (++); 3 - intensa (+++); 4 - muito intensa (++++). Tendo em conta 
estes dois parâmetros, foi atribuída uma pontuação a cada neoplasia resultante da soma 
dos dois valores analisados. 
A IHQ realizada com o clone 33 revelou que a grande maioria dos tumores da amostra 
(85,7%) demonstraram ter menos de 10% de células positivas e intensidade de marcação 3 
(+++), resultando numa pontuação final de 3. Ainda com este clone foram classificados dois 
tumores com pontuação 5 (1 – 10-25%; 4 - ++++) e um com 6 (2 – 26-50%; 4 - ++++). O 
padrão de marcação observado foi de tipo citoplasmático difuso e perinuclear. 
Relativamente ao clone SP21, 95,2% das neoplasias demonstraram positividade de nível 4 
(76-100%) e intensidade entre 3 (+++) e 4 (++++), resultando na atribuição de pontuações 
de 7 e 8, respectivamente. Com este clone foi observado tanto um padrão de marcação 
membranar como um padrão citoplasmático difuso e perinuclear. Este último foi comum aos 
dois anticorpos e observado nos mesmos tumores, correspondendo a neoplasias menos 
diferenciadas. No presente estudo, a expressão da COX-2 revelou associação 
estatisticamente significativa com o tamanho e grau de diferenciação dos tumores.  
Será necessário mais investigação nesta área de modo a estabelecer quais os anticorpos, 
protocolos e respectivos padrões de marcação que se correlacionam inequivocamente com 
níveis elevados da expressão da COX-2, para que inibidores desta proteína possam ser 
testados como terapia.  




Abstract – Evaluation the expression of COX-2 in canine mammary tumours 
 
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is a protein involved in oncogenesis and inflammation and its 
overexpression has been demonstrated in several human and animal neoplasias. In 
mammary tumours this enzyme is associated with indicators of poor prognosis, in both 
human and canine species. Additionally, the use of drugs inhibitors of COX-2 showed 
reduction in incidence and metastatic capability in women with breast cancer. Also in canine 
mammary tumours, there is evidence that the use of these drugs have beneficial effects in 
improving the quality of life and increasing survival time. 
The main purpose of this study was to evaluate COX-2 expression in canine mammary 
neoplasias and its association with clinicopathological parameters, in order to investigate the 
importance of this protein as a future therapeutic target. The expression of COX-2 was 
evaluated in 21 tumour samples by immunohistochemistry (IHQ), using two anti-COX-2 
antibodies. Canine uterus with pyometra was used as positive control.  
The percentage of cellular positivity in each tumour was classified semi-quantitatively as 
follows: 0 - <10%; 1 - 10%-25%; 2 - 26-50%; 3 – 51-75%; 4 – 76-100%. The grading of 
intensity of the labelling was distributed by four categories: 1 - discrete (+); 2 - moderate (++); 
3 - intense (+++); 4 - very intense (++++). Given these two parameters a score was assigned 
to each tumour, resulting from the sum of the two values. 
IHQ with clone 33 revealed that the majority of tumour samples (85,7%), had less than 10% 
of positive cells,  and a labelling intensity of 3 (+++), resulting in a final score of 3. Also with 
this clone two tumours were classified as 5 (1 – 10-25%; 4 - ++++), and one as 6 (2 - 26-
50%; 4 - ++++). The labelling observed was diffuse cytoplasmic and perinuclear. 
With clone SP21, 95,2% of the neoplasias revealed  positivity in 76-100% of the cells, and 
intensity between 3 (+++) and 4 (++++), resulting in final scores of 7 and 8. With this clone 
both cell membrane as diffuse cytoplasmic and perinuclear labelling were observed. This last 
pattern was common in the same tumours with both antibodies, corresponding to poorly 
differentiated neoplasias. In the present study, COX-2 expression revealed a statistically 
significant association with tumour size and grading. 
More investigation in this field is required, in order to definitively establish a protocol and 
labelling pattern that unequivocally correlate with the levels of COX-2 expression, so that 
COX-2 inhibitors can be tested for therapeutic benefits.   
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Capítulo I - Breve descrição das atividades desenvolvidas no decorrer do 
estágio curricular 
 
O estágio curricular que permitiu a realização deste trabalho foi realizado no Laboratório de 
Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina Veterinária de Lisboa (FMV) da 
Universidade de Lisboa (ULisboa), no período compreendido entre 1 de outubro de 2012 e 
22 de fevereiro de 2013. 
A primeira etapa do período de estágio consistiu na seleção dos tumores a estudar, 
existentes no arquivo do Laboratório, com posterior visualização dos respetivos cortes 
corados com hematoxilina eosina e recolha dos dados constantes nas fichas clinicas e nas 
requisições da análise histopatológica, tendo este processo como objetivos: selecionar 
neoplasias com as características mais adequadas ao estudo a realizar, promover a 
familiarização com a visualização de tumores mamários, sua classificação histológica e 
critérios de atribuição do grau de malignidade. 
Posteriormente, foi realizado o acompanhamento da técnica de imunohistoquímica, através 
da visualização do processo com intervenção ativa, sempre que possível, tanto no decorrer 
da rotina de laboratório, como durante o trabalho de uma aluna de doutoramento. 
Simultaneamente, foi feita a seleção dos protocolos mais adequados aos anticorpos a ser 
testados. 
Numa segunda fase, foi efetuado o corte dos blocos de material incluído em parafina para 
seleção das áreas a marcar por imunohistoquímica, nos tumores selecionados. No final de 
cada imunohistoquímica, procedeu-se à sua avaliação através da observação microscópica 
e da contagem de células.   
Foi ainda elaborada uma apresentação oral relativa ao trabalho realizado, no Congresso do 
Hospital Veterinário Montenegro (23 e 24 de Fevereiro de 2013) (Anexo-1), assim como a 
exposição de um poster no congresso da European Society of Veterinary Oncology 












Capitulo II - Introdução 
 
Os tumores mamários representam a neoplasia mais frequente em cadelas. Um estudo 
realizado em Itália, entre 1985 e 2002, onde foram avaliados todos os tumores caninos 
diagnosticados neste período, mostrou que os tumores mamários correspondem a 70% do 
total de tumores diagnosticados em cadelas (Merlo et al., 2008).  
O paralelismo dos tumores mamários na mulher e na cadela tem vindo a ser sublinhado, 
possuindo ambas as espécies várias características em comum, nomeadamente, 
marcadores moleculares, características histológicas, genética, comportamento biológico e 
resposta ao tratamento. Desta forma, a utilização da cadela como um possível modelo para 
o estudo do cancro de mama na mulher tem vindo já a ser explorada (Uva et al., 2009; 
Queiroga, Raposo, Carvalho, Prada & Pires, 2011a). 
Vários estudos realizados nos últimos anos, tanto em medicina humana como veterinária, 
têm provado a importância da sobrexpressão da cicloxigenase-2 (COX-2) no 
desenvolvimento, progressão e prognóstico tumoral, assim como a sua relevância na 
terapêutica através da utilização de inibidores desta proteína. 
O presente trabalho teve como objectivos: optimizar os protocolos de dois anticorpos 
primários anti-COX-2 em tecidos mamários de cadela, avaliar a expressão da COX-2 numa 
amostra de 21 tumores mamários de cadela, selecionados do Laboratório de Anatomia 
Patológica da FMV-ULisboa e comparar os resultados obtidos com os já publicados na 



















Capitulo III - Revisão bibliográfica 
 
III.1 - Anatomia da glândula mamária 
 
A mama é uma glândula túbulo-alveolar especializada na produção e secreção de leite, 
característica específica dos mamíferos (Monteiro-Riviere, Stinson & Lois Calhoun, 1994; 
Barone 1999;). 
Durante a embriogénese a formação da glândula mamária está representada por 
espessamentos lineares na parede abdominal ventral, dando lugar à formação de duas 
cristas paralelas. À medida que prossegue o desenvolvimento embrionário, estas cristas 
sofrem interrupções sectoriais, definindo o número de glândulas primordiais próprias de 
cada espécie (Cunningham, 2004). 
Em ambos os sexos, estas glândulas sofrem um desenvolvimento semelhante até à 
puberdade, após o qual, e apenas nas fêmeas, se desenvolvem, sob influência da 
estimulação hormonal. Atingem o seu desenvolvimento máximo no final da gestação com o 
nascimento das crias e na lactação, regredindo após a sua finalização (Burkitt, Young, & 
Heath, 1994; Barone, 1999). 
Histologicamente, as unidades funcionais da glândula mamária são os alvéolos que se 
encontram agrupados em lóbulos. O epitélio de revestimento dos alvéolos e dos seus ductos 
é constituído por uma população dupla de células: uma camada interna de epitélio simples 
cúbico, cuja morfologia celular varia consoante os diversos estádios de atividade secretora; 
uma camada externa de células mioepiteliais, cuja função é a contrair-se sob ação da 
ocitocina, promovendo a expulsão do leite (Monteiro-Riviere et al., 1994; Barone, 1999). 
Através da observação por microscópia óptica, o epitélio secretor quando está em repouso é 
baixo ou cubóide, o núcleo oval, o citoplasma pouco abundante e homogéneo, e os limites 
são poucos definidos. Na fase de secreção, as células tornam-se, pelo contrário, altas e o 
citoplasma abundante (Barone, 1999). 
Cada lobo mamário resulta da junção de vários lóbulos, cuja estrutura corresponde a 
conjuntos de alvéolos e seus respetivos ductos alveolares (Burkitt et al., 1994). Os lóbulos 
mamários encontram-se separados entre si por tecido conjuntivo, sendo este fibroso, 
moderadamente denso. Já o tecido conjuntivo que reveste os ductos alveolares, 
denominado tecido intralobular, é menos denso e mais celular. Os constituintes celulares 
inflamatórios habituais do tecido intralobular são linfócitos e plasmócitos (Burkitt et al., 1994; 
Monteiro-Riviere et al., 1994). 
Os ductos correspondentes a cada lóbulo, drenam em canais excretores de maior calibre, 
denominados ductos lactíferos, que vão, por sua vez, formar uma dilatação ampolar antes 




As glândulas mamárias distribuem-se em duas cadeias e a sua nomenclatura é atribuída 
consoante a sua localização, sendo que, na cadela, se identificam geralmente 5 pares de 
glândulas: 2 pares torácicos (craniais e caudais); 2 pares abdominais (craniais e caudais); 1 
par inguinal. Apesar de pouco frequente, é possível algumas cadelas apresentarem 4 ou 6 
pares de glândulas (Barone, 1999). 
Relativamente à circulação sanguínea os principais vasos que irrigam as glândulas 
mamárias são: os ramos lateral e ventral de artéria intercostal e as artérias torácica interna e 
lateral que irrigam os dois pares de mamas torácicas; os vasos epigástricos superficiais 
craniais que irrigam o segundo par torácico e o primeiro abdominal; e os vasos epigástricos 
superficiais caudais que irrigam o segundo par abdominal e o par inguinal (Fossum, 2007). 
A drenagem linfática dos três pares de glândulas craniais é feita, maioritariamente, através 
do linfonodo axilar, enquanto que o linfonodo inguinal superficial é tributário dos dois pares 
caudais (Fossum, 2007). 
Em situações normais, a circulação linfática estabelece ligação entre algumas glândulas 
homolaterais. É, no entanto, importante salientar que a circulação linfática pode alterar-se no 
decorrer de um processo neoplásico, estando já descrita a comunicação entre as cadeias 
direita e esquerda, assim como entre glândulas adjacentes de uma mesma cadeia em 
direção cranial e caudal. Estas alterações têm significado clínico pois a disseminação de 
metástases linfáticas pode fazer-se sem obedecer ao fluxo normal da corrente linfática 
(Queiroga & Lopes, 2002). 
 
III.2 - Tumores mamários na cadela – etiologia e epidemiologia 
 
III.2.1 – Idade, localização, sexo, incidência, raça 
 
Na cadela, as neoplasias mamárias são os tumores que ocorrem com maior frequência, 
correspondendo entre 41 a 53% do total a tumores malignos. Surgem geralmente em 
animais com idade superior a 6 anos, sendo mais atingidas cadelas entre os 10 e os 11 
anos. O aparecimento desta neoplasia antes dos 4 anos é raro, e está normalmente 
associado a benignidade (MacEwen & Withrow, 1989; Perez-Alenza, Peña, Del Castillo & 
Nieto, 2000; Misdorp, 2002; Lana, Rutteman & Withrow, 2007). 
Em relação à localização, o desenvolvimento de tumores e de displasias aumenta em 
número quanto mais caudal for a glândula mamária, sendo, portanto, as mamas abdominais 




Nos canídeos do sexo masculino, a neoplasia mamária é uma entidade de ocorrência rara, 
estando, na maioria das vezes, associada a disfunções hormonais, nomeadamente a 
sertolinomas (Misdorp 2002; Peleteiro,1994).  
Relativamente à incidência, um estudo realizado no Reino Unido, em 2002, demonstrou que, 
por ano, 205 em 100 000 cães desenvolveram tumores de mama, valor semelhante ao já 
demonstrado por MacEwen e Withrow, em 1989, que foi de 198,6 por cada 100 000 animais. 
(MacEwen & Withrow, 1989; Dobson, Samuel, Milstein, Rogers & Wood, 2002). 
Num estudo um pouco mais recente realizado na Suécia, com uma amostra de 80 000 
cadelas com idades compreendidas entre 3 e 10 anos, que foram seguidas entre 1995 e 
2002, os resultados foram uma incidência de 111 tumores mamários por cada 10 000 
animais por ano. Ainda neste estudo foi possível concluir que a incidência aumenta com a 
idade, sendo que esta é de 1% aos 6 anos, 6% aos 8 anos e de 13% aos 10 anos (Egenvall 
et al., 2005). 
Apesar dos tumores mamários poderem ocorrer em cadelas de qualquer raça, existem 
estudos que apontam algumas raças como predispostas. 
Dois estudos apontam as raças Cocker Spaniel, Caniche e Teckel como tendo maior 
predisposição para estes tumores (Priester & Mackay, 1980; Zatloukal et al., 2005). 
Um outro estudo, realizado em 2005, concluiu que os cães de raças de porte pequeno são 
menos propensos a esta afeção comparativamente a outras raças. Neste estudo, com uma 
amostra de 101 animais (60 de raças de porte pequeno e 41 de raças de maior porte), os 
resultados obtidos foram 25% e 58,5% respetivamente, correspondendo estas percentagens 
a tumores mamários malignos diagnosticados na amostra (Itoh et al., 2005). 
É, no entanto, importante ter em conta que a predisposição para determinadas raças varia 
de acordo com o local e o tempo, em função das raças que são mais populares em 
determinados países e períodos. Adicionalmente também existe uma grande percentagem 
de cães sem raça determinada, pelo que o estabelecimento de um padrão de raças 
predispostas é complexo (Peleteiro, 1994). 
 
III.2.2 – Fatores hormonais 
 
III.2.2.1 – Esterilização 
 
A esterilização é um fator relevante no desenvolvimento de tumores mamários, pelas 
características de dependência hormonal que estes apresentam. Enquanto na mulher foi 
demonstrado um efeito protector conferido pela gravidez precoce, na cadela essa relação 




esterilização deva ser realizada o mais cedo possível nos animais não destinados a 
reprodução. 
A incidência de tumores mamários em cadela é consideravelmente maior nos países onde a 
ovariohisterectomia não é uma prática clínica de rotina, como acontece em Espanha e em 
outros países europeus (Perez-Alenza et al., 2000). A realização deste procedimento antes 
do 1º cio está descrita como diminuindo a probabilidade do aparecimento de tumores 
mamários para 0,05%, quando comparada com fêmeas inteiras. Quando a intervenção é 
realizada antes do 2º cio, a probabilidade aumenta para 8% e após esta data aumenta para 
26% (Schneider et al., 1969). Mesmo quando a intervenção é feita numa fase mais 
avançada da vida do animal possui sempre alguns benefícios, nomeadamente, o facto de 
diminuir a probabilidade do aparecimento de tumores mamários benignos (Misdorp, 1988). 
Um outro estudo retrospetivo revelou igualmente que em cadelas que desenvolveram 
tumores mamários, a esterilização pode ter influência no prognóstico e no tempo de 
sobrevivência. De acordo com este estudo, cadelas inteiras ou que tenham realizado a 
esterilização dois anos ou mais após a remoção do tumor mamário vivem menos tempo que 
cadelas que tenham feito a esterilização no momento da cirurgia ou até dois anos após a 
mastectomia (Sorenmo, Shofer & Goldschmidt, 2000). 
 
III.2.2.2 – Estrogénio, progesterona, prolactina e hormona do crescimento 
 
Tanto na mama normal como na neoplásica, o crescimento tecidular é estimulado por 
hormonas e fatores de crescimento que exercem a sua ação após ligação aos respetivos 
recetores celulares. Os fatores hormonais apresentam, assim, grande importância no 
desenvolvimento das neoplasias mamárias, sendo várias as hormonas envolvidas, 
nomeadamente: o estrogénio, a progesterona, a prolactina e a hormona do crescimento 
(Misdorp, 2002; Queiroga et al., 2005a). 
No decorrer da puberdade, as hormonas esteróides desempenham um papel fundamental 
no desenvolvimento do tecido mamário, tal como na gestação, durante a qual ocorre um 
desenvolvimento significativo das estruturas alveolares sob o efeito da progesterona e dos 
estrogénios (Lamote, Meyer, Massart-Leen, & Burvenich, 2004). 
Na cadela, tal como na mulher, a presença de recetores de estrogénio (RE) parece estar 
relacionada com o grau de diferenciação tumoral (Block, Jensen, & Polley, 1975; MacEwen, 
Patnaik, Harvey, & Panko, 1982), estando a sua baixa expressão (em especial da isoforma 
α) correlacionada com um pior prognóstico (tumores de maiores dimensões e ulceração 
cutânea) (Martin De Las Mulas et al., 2004). 
Num estudo realizado, em 2005, por Milanta e sua equipa, foi avaliada por 




85 lesões mamárias caninas, tendo os investigadores concluído que 100% das amostras de 
mama normal e 95% das lesões benignas, eram positivas para REs. Já os tumores 
malignos, 92% demonstraram expressão para este recetor, apesar de apenas 62% 
apresentar marcação nuclear forte, não tendo sido encontradas diferenças significativas na 
expressão de RE em mama normal, displásica, tumores benignos e lesões malignas in situ. 
É, no entanto, de salientar que a expressão de RE foi significativamente mais baixa nos 
carcinomas invasivos. Em relação aos RPs, foi observado que a sua expressão foi 
consideravelmente inferior tanto em tumores benignos como malignos, comparativamente 
ao tecido mamário normal (Milanta et al., 2005). 
Outros estudos revelaram que a quantificação de REα e de RP é semelhante tanto na mama 
normal como nos tumores benignos, sendo mais comum a positividade simultânea para os 
dois recetores (REα+/RP+). Já os tumores malignos apresentam na sua maioria uma 
diminuição ou mesmo ausência do RE (REα-/RP+) (Chang et al., 2009). À medida que a 
doença progride e surgem metástases, os tumores tendem a perder a sua dependência 
hormonal, mostrando-se negativos para ambos os recetores (REα-/RP-) (Rutteman, Misdorp, 
Blankenstein, & Van Den Brom, 1988; Martin De las Mulas, Millán & Dios, 2005). 
A prolactina é uma hormona também com importância no desenvolvimento do epitélio 
mamário, tendo sido inclusivamente demonstrada que a sua administração favorece o 
crescimento de tumores mamários em diferentes espécies (Wenbo et al., 1997; Hankinson 
et al., 1999). Para além da sua ação lactogénica primária, a prolactina exerce numerosos 
efeitos em diferentes órgãos e tecidos. Em vários estudos foi descrita a sua ação como fator 
de crescimento, neurotransmissor e imunorregulação em diferentes locais do organismo 
(tecido ósseo, cérebro, linfócitos, células deciduais da placenta e células epiteliais 
mamárias). Esta hormona pode ser produzida localmente pelos tecidos referidos, exercendo 
a sua ação de forma autócrina e/ou parácrina (Wenbo et al., 1997; Llovera, Touraine, Kelly & 
Goffin, 2000). 
Um estudo realizado, em 2005, por Queiroga e seus colegas, com o intuito de clarificar o 
papel da prolactina e das hormonas esteróides no desenvolvimento de tumores mamários 
caninos, revelou que os níveis de prolactina eram significativamente superiores nos tumores 
malignos, comparativamente aos benignos e à glândula normal. Neste estudo, a 
quantificação hormonal foi feita quer no soro, quer em homogeneizados de tecidos tumorais 
mamários, verificando-se que nos homogeneizados tecidulares de tumores malignos com 
níveis elevados de prolactina, o valor obtido no soro não relevou uma elevada concentração 
desta hormona (Queiroga et al., 2005a). Este resultado está de acordo com as evidências 
obtidas em estudos realizados em medicina humana, demonstrando que a prolactina 
existente nos tecidos deverá ser produzida localmente pelas células epiteliais mamárias. 
Ainda neste estudo foi possível correlacionar positivamente os níveis de prolactina com os 




com características tumorais de malignidade (ulceração, aderência cutânea e aos tecidos 
vizinhos) (Clevenger, Furth, Hankinson & Shuler, 2003; Queiroga et al., 2005a). 
Em cadelas a administração de progestagéneos assim como a própria progesterona 
endógena induzem um aumento da síntese da hormona do crescimento (GH), sendo esta 
produzida localmente na glândula mamária à semelhança do que acontece com a prolactina. 
Paralelamente a esta sobrexpressão, também ocorre elevação do fator de crescimento 
insulínico tipo I (IGF-1) e do fator de crescimento insuliníco tipo II (IGF- 2) (Mol et al.,1997). 
O IGF-1 é um potente agente mitogénico e anti-apoptótico, necessário para que estrogénio 
e progesterona exerçam a sua ação na glândula mamária (Kleinberg, Wood, Furth & Lee, 
2009). 
Recentemente foi demonstrada uma forte correlação entre os níveis de progesterona e de 
GH, em homogeneizados de tecidos mamários tumorais caninos (Queiroga et al., 2008), e 
ainda que as concentrações séricas de IGF-1 em cadelas com tumores mamários malignos 
são significativamente superiores do que em animais saudáveis (Queiroga et al., 2010). 
Estes achados reforçam a teoria de que o eixo GH/IGF-1 apresenta um papel revelante no 
desenvolvimento dos tumores mamários na cadela, tendo sido verificado, inclusivamente, 
que as concentrações séricas e tecidulares pré-cirúrgicas de GH e de IGF-1 estão 
relacionadas com tempos de sobrevida menores pós a excisão cirúrgica dos tumores 
mamários malignos (Queiroga et al., 2010a). 
 
III.2.3 - Outros fatores 
 
III.2.3.1 – Dieta 
 
Também a obesidade e a dieta constituem fatores predisponentes no desenvolvimento 
tumoral. Em 1991, foi realizado um estudo com o intuito de investigar a associação da dieta, 
com a conformação corporal e o risco de desenvolvimento de tumores mamários, no qual se 
concluiu que animais esterilizados e que mostravam uma conformação magra entre os 9 e 
os 12 meses de idade, tinham risco inferior de virem a desenvolver este tipo de tumores 
(Sonnenschein, Glickman, Goldschmidt & Mckee, 1991). Um outro estudo reportou 
conclusões idênticas, tendo-se demonstrado que a obesidade em animais com cerca de 1 
ano de idade, aumenta consideravelmente o risco de tumores mamários benignos ou 
malignos, independentemente do estatuto reprodutivo do animal (Pérez-Alenza, Rutteman, 
Peña, Beynen & Cuesta, 1998). Ainda neste último estudo foi possível concluir que os 
animais alimentados com comida caseira, tinham maior risco de desenvolver neoplasias 




alimentados com grandes quantidades de carne vermelha (vaca e/ou porco) e baixa 
ingestão de frango, apresentaram maior risco de aparecimento de tumores (Pérez-Alenza et 
al., 1998). 
 
III.2.3.2 – Viral 
 
Alguns autores admitem que existem hipóteses de um possível envolvimento viral na 
etiologia das neoplasias mamárias, sendo mesmo colocada a hipótese de se poder tratar de 
uma zoonose. Em ratos de laboratório, sabe-se que a causa etiológica mais comum de 
tumores mamários é um retrovírus oncogénico (MMTV- virús de tumor mamário murino), e, 
alguns estudos na mulher permitiram isolar sequências nucleotídicas a partir de tumores 
mamários, bastante semelhantes ao vírus responsável pela afeção nos ratos (Szabo, Haislip 
& Garry, 2005). 
Num estudo mais recente detetou-se este vírus em amostras de tumores mamários caninos 
e felinos, sendo que, no caso das cadelas, a percentagem de tumores positivos foi de 3,49% 
(3/86), e nos felinos foi 18,6% (16/86), salientando-se que também houve deteção destas 
mesmas sequências nucleotídicas em glândula mamária normal de ambas as espécies (Hsu 
et al., 2010). Estes resultados poderão indicar que, numa baixa percentagem de tumores, a 
etiologia viral pode, de facto, ser admitida, especulando-se sobre uma possível transmissão 
entre animais e o homem, característica de uma zoonose. 
 
III.2.3.3 – COX-2 
 
Até à data, existem vários estudos que indicam o envolvimento das COX-2 na 
carcinogénese, tendo já sido largamente descrita a sua importância em tumores mamários 
de várias espécies tais como na mulher, na cadela e na gata.  
Sendo a COX-2 a base desta dissertação, a sua natureza e importância serão descritas 
detalhadamente mais à frente.  
 
III.3 - Apresentação clinica 
 
A maioria das cadelas com tumores mamários apresenta-se à consulta com nódulos, por 
vezes múltiplos, localizados maioritariamente nas glândulas mamárias mais caudais 
(Peleteiro, 1994; Sorenmo, Rasotto, Zappulli & Goldschmidt, 2010). Com efeito, cerca de 




provavelmente, ao maior volume de tecido mamário presente (Lana, Rutteman & Withrow, 
2007). 
Os achados clínicos dependem do comportamento biológico e estadio em que o tumor se 
encontra aquando da consulta, podendo este apresentar dimensão variável, ser fixo ou 
móvel, ulcerado ou não, haver presença ou não de linfadenomegália e, mais raramente, 
revelar sinais de metástases à distância (Sorenmo et al., 2010). 
Os tumores mamários benignos estão, normalmente, associados a nódulos de pequenas 
dimensões, bem circunscritos e firmes à palpação. Já os tumores malignos apresentam 
geralmente crescimento rápido, invasão, e fixação à pele e tecidos vizinhos, ulceração ou 
inflamação (Sorenmo et al., 2010). 
O carcinoma inflamatório possui uma apresentação clínica única. Este carcinoma é 
extremamente agressivo, sendo caracterizado pela extensa invasão dos vasos linfáticos da 
derme e consequente exuberante resposta inflamatória. Este tumor apresenta crescimento 
rápido, afetando múltiplas glândulas mamárias, assim como a pele envolvente, o que por 
vezes, pode levar a dificuldades no diagnóstico diferencial pela apresentação clínica similar 
a outras patologias como as mastites. Os animais com carcinoma inflamatório apresentam 
edema difuso, espessamento da pele, eritema e sinais de dor, assim como sinais 
sistémicos, nomeadamente fraqueza, anorexia e perda de peso. É de salientar o seu mau 
prognóstico, associado à reduzida possibilidade de recorrer à cirurgia devido a extensa 
invasão local e metástases, optando-se geralmente apenas pelo tratamento paliativo, com 
tempos de sobrevida curtos (Lana et al., 2007; Sorenmo et al., 2010). 
Como referido anteriormente, a maioria dos animais afetados apresentam mais do que um 
tumor simultâneamente, podendo estes ter dimensões e tipos histológicos distintos. Um 
estudo realizado, em 2009, por Sorenmo e seus colegas, permitiu concluir que os tumores 
de pequenas dimensões, inicialmente benignos, podem crescem e evoluir para a 
malignidade. Adicionalmente mostrou-se que tumores benignos de determinado tipo 
histológico podem dar origem, após longos períodos de tempo, a carcinomas de igual tipo 
histológico, sugerindo a teoria de que nos tumores mamários caninos existe um processo 
histológico contínuo, em que o carcinoma corresponde à última fase (Sorenmo et al., 2009). 
Neste mesmo estudo, observou-se ainda que as cadelas que apresentavam carcinomas in 
situ e outros tumores malignos, tinham maior probabilidade de desenvolver novos tumores 
noutras glândulas mamárias quando comparadas com animais portadores de tumores 
benignos (Sorenmo et al., 2009), existindo também evidência de progressão de tumores 
malignos menos agressivos para tumores menos diferenciados como, por exemplo, os 






III.4 - Diagnóstico e estadiamento  
 
Após o aparecimento de uma massa numa glândula mamária, é essencial que seja feita 
uma investigação clínica minuciosa para, deste modo, se proceder ao diagnóstico 
diferencial, a fim de descartar outros quadros lesionais com apresentação semelhante como 
as mamites e a hipertrofia reacional dos linfonodos regionais (Peleteiro, 1994). 
O primeiro passo é o diagnóstico clínico, pelo que a existência de uma história pregressa 
detalhada é muito importante. Para tal deve ser questionado ao proprietário: quando surgiu 
a lesão, qual a velocidade de crescimento, se apresenta prurido ou secreção, assim como 
dados relativos aos ciclos éstricos (Peleteiro, 1994). 
Através da palpação é possível detetar nódulos quando estes já apresentam 0,2 cm de 
diâmetro (comunicação pessoal, Peleteiro, 2013). A saída de secreção deve também ser 
avaliada espremendo delicadamente os mamilos (Peleteiro, 1994). O exame físico deve 
incluir palpação dos linfonodos regionais (axilares e inguinais) para avaliar a sua dimensão, 
assim como a realização de radiografia torácica de modo a investigar a possível presença 
de metástases pulmonares, bastante comuns nestas neoplasias (Peleteiro, 1994; Lana et 
al., 2007). A utilização da ecografia abdominal pode também ser vantajosa na pesquisa de 
metástases numa fase precoce, na deteção de hipertrofia dos linfonodos superficiais 
inguinais e ilíaco médio, assim como para avaliação de outros órgãos onde as metástases 
podem ocorrer, tais como, no fígado, rins, baço e supra-renais (Dobson & Lascelles, 2011). 
Através dos dados recolhidos no exame clinico, deve-se realizar o estadiamento clínico do 
tumor, sendo este conhecimento imprescindível para uma correta ponderação de qual a 
terapêutica a instituir. Para a determinação do estadio tumoral é utlizado o sistema TNM 
(Tumor; Linfonodo; Metástases), originalmente proposto pela Organização Mundial de 
Saúde em 1980 (Owen, 1980) e modificado por Rutteman, Withrow e MacEwen em 2001 
(Tabela 1). 
O diagnóstico histopatológico realizado a partir do tumor retirado cirurgicamente, ou através 
de biópsia, constitui um passo fundamental na correta caracterização da lesão tumoral. 
Nas lesões neoplásicas de mama, o diagnóstico citológico apresenta algumas limitações, 
nomeadamente, no que diz respeito à avaliação do grau de infiltração e da existência de 
invasão vascular, comparativamente ao diagnóstico histopatológico. Existe, no entanto, uma 
forte correlação entre o diagnóstico citológico e o histopatológico quando se pretende fazer 
a distinção entre uma lesão neoplásica e uma lesão inflamatória, havendo uma menor 
correlação na diferenciação de lesões benignas ou quísticas, devido à escassez celular das 
primeiras e à abundância de líquido nas últimas. 
Deste modo o diagnóstico citológico deve realizar-se nos seguintes casos: dúvidas na 
natureza das lesões (por exemplo, lesões difusas ou carcinomas inflamatórios inextirpáveis); 




linfonodos tributários e nos casos em que a eutanásia do animal está em aberto (Peleteiro et 
al., 2011). 
 
Tabela 1 - Sistema modificado de estadiamento de tumores mamários caninos (segundo 
Lana et al., 2007) 
 
T – Tumor primário 
T1 ˂ 3cm de diâmetro máximo 
T2  3-5 cm de diâmetro máximo 
T3  > 5 cm de diâmetro máximo 
 
N – Linfonodos regionais 
N0  Histologia ou citologia – sem metástases 
N1  Histologia ou citologia – presença de metástases 
 
M – Metástases à distância 
M0  Sem metástases à distância detetadas  
M1  Com metástases á distância detetadas 
 
Estadios 





























III.5 - Classificação histológica de tumores mamários caninos 
 
Até à data, foram publicadas três classificações histológicas internacionais de tumores 
mamários caninos. A primeira em 1974 (Hampe & Misdorp, 1974), posteriormente 
modificada em 1999 por Misdorp, Else, Hellmen, e Lipscomb. A mais recente classificação 
internacional foi proposta em 2010 (Tabela 2) (Goldschmidt, Peña, Rasotto & Zappulli, 
2011).  
Esta última classificação surgiu com o intuito de introduzir alguns subtipos histológicos não 
incluídos na classificação de 1999. Algumas das alterações apresentadas passaram pela 
introdução do carcinoma cribiforme e do comedocarcinoma como entidades específicas, 
contrariamente à anterior classificação que incluía estes dois tipos histológicos dentro do 




algumas neoplasias anteriormente descritas como benignas, nomeadamente, o carcinoma 
ductal como variante maligna do adenoma ductal que era anteriormente classificado como 
adenoma basalóide; também o carcinoma intraductal papilar como variante maligna do 
adenoma intraductal papilar, antes descrito como papiloma ductal, foi ainda introduzido o 
carcinoma inflamatório e integrado na categoria das neoplasias epiteliais malignas de tipo 
especial. Os novos tipos histológicos que são mencionados na mais recente classificação 
são o carcinoma micropapilar e o mioepitelioma maligno, caracterizados em maior detalhe 
por marcadores de imunohistoquímica para células epiteliais (citoqueratinas 7, 8, 18, 19) e 
mioepiteliais (citoqueratina 5, 6, 14, 17; actina de músculo liso; vimentina; p63 e calponina 
(Goldschmidt et al., 2011). 
 
Tabela 2 - Nova classificação histológica de tumores mamários caninos: 2010 (segundo 
Goldschmidt et al., 2011) 
 












Carcinoma em adenoma complexo/Tumor misto 
Carcinoma tipo complexo 
Carcinoma tipo misto 
Carcinoma ductal 
 











Adenoma papilar intraductal 
Adenoma ductal 
 Com diferenciação escamosa 
 Fibroadenoma 
 Mioepitelioma 
 Adenoma complexo 





2:Neoplasias malignas epiteliais – tipos especiais 
 
Carcinoma de células escamosas 
Carcinoma adenoescamoso 
Carcinoma mucinoso 
Carcinoma rico em lípidos 
Carcinoma de células fusiformes 
 Mioepitelioma maligno 
 Carcinoma de células escamosas – variante 
de células fusiformes 


















Hiperplasia lobular (adenose) 
 Regular 
 Com atividade secretora 
 Com fibrose interlobular 










III.6 - Abordagem terapêutica 
 
III.6.1 – Cirurgia 
 
O tratamento de primeira escolha nos tumores mamários é a cirurgia, à exceção dos 
carcinomas inflamatórios ou nos casos que existem metástases à distância (Lana et al., 
2007). A excisão permite o diagnóstico histológico, melhora a qualidade de vida, e altera a 
progressão da doença, podendo mesmo ser curativa (Fossum, 2007; Queiroga & Lopes, 
2002). 
O tipo de cirurgia a ser realizada depende da extensão da lesão e da experiência do 
cirurgião, podendo ser realizada uma excisão local, apenas do(s) nódulo(s) (nodulectomia), 
da(s) glândula(s), ou uma mastectomia radical com remoção completa de uma ou de ambas 
as cadeias mamárias e respetivos linfonodos (opcional). A sobrevida não é influenciada pela 
técnica utilizada, desde que todo o tecido tumoral seja removido e a margem de segurança 
respeitada, podendo esta variar entre 1cm (Fossum, 2007) a 2cm (Queiroga & Lopes, 2002) 
em torno do tumor. De salientar que, no caso de animais com várias neoplasias em 
glândulas e/ou cadeias diferentes, é de extrema importância que todos os tumores sejam 
removidos e submetidos a diagnóstico histológico, pois, como foi referido acima, podem ser 
de tipos histológicos diferentes, eventualmente alguns malignos e outros benignos (Fossum, 
2007; Queiroga & Lopes, 2002). 
A nodulectomia está indicada para tumores inferiores a 0,5 cm, firmes, superficiais, sem 
fixação, que são normalmente benignos, enquanto a mamectomia ou mastectomia simples, 
que corresponde a remoção da glândula afetada, está indicada para lesões localizadas 
centralmente na glândula, com diâmetro maior que 1 cm e demonstrando aderência à pele 
ou à fáscia (Lana et al., 2007). 
A mastectomia regional consiste na extirpação da glândula afetada e das adjacentes. Esta 
técnica é selecionada quando surgem múltiplos tumores em glândulas adjacentes na 
mesma cadeia ou quando surgem tumores entre duas glândulas. 
 









8:Hiperplasia/displasia do mamilo 
 
Melanose da pele do mamilo 




Em animais com tumores múltiplos em que várias glândulas de uma mesma cadeia mamária 
estão afetadas, deve optar-se pela mastectomia total ou regional, devido à possível 
metastização pela complexa rede linfática. Quando é necessário proceder à mastectomia 
total bilateral, esta deve ser efetuada em dois tempos operatórios, espaçados entre 3 e 4 
semanas, uma vez que assim a cicatrização será mais fácil e menos complicações pós-
cirúrgicas são descritas (Queiroga & Lopes, 2002). 
Aquando da ressecção das glândulas mamárias caudais, através de mastectomia regional 
ou total, os linfonodos inguinais superficiais devem ser removidos pois, anatomicamente, 
encontram-se associados a estas glândulas, havendo a possibilidade de existirem células 
tumorais nos vasos linfáticos ou mesmo nos linfonodos inguinais. Relativamente aos 
linfonodos axilares, estes só devem ser removidos em caso de suspeitas ou do diagnóstico 
citológico ser indicativo da existência de metástases (Misdorp, 2002). 
Conjuntamente com a nodulectomia ou mastectomia, pode ser realizada a 
ovariohisterectomia tendo em consideração que a última deve ser realizada em primeiro 
lugar, de modo a evitar a entrada de células tumorais na cavidade abdominal. A realização 
da ovariohisterectomia, embora não previna o desenvolvimento de tumores mamários no 
futuro, elimina a influência hormonal do ovário sobre o tecido mamário remanescente, 
incluindo tumores não detetados (Fossum, 2007). 
 
III.6.2 – Quimioterapia e radioterapia 
 
Em mulheres com cancro de mama a quimioterapia é o tratamento mais utilizado. Já nos 
tumores mamários de cadela pouco se sabe relativamente à eficácia desta opção 
terapêutica (Lana et al., 2007). São poucos os estudos realizados sobre a utilização destes 
fármacos em tumores mamários caninos, existindo um estudo que refere a sensibilidade das 
células de carcinoma mamário canino à doxorrubicina in vitro (Sartin, Barnes, Toivio-
Kinnucan, Wright & Wolfe, 1993). Num outro estudo, numa amostra de 16 animais foi 
testada a utilização de ciclofosfamida e do fluoracil após a cirurgia, em metade dos animais 
da amostra, enquanto que a outra metade foi apenas sujeita a cirurgia. Os resultados 
demonstraram aumento do tempo livre de doença e do tempo de sobrevivência nos animais 
submetidos a quimioterapia (Karayannopoulou, Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 
2001). Um estudo muito recente refere a utilização de carboplatina como terapia adjuvante 
nestes tumores em cadela, revelando resultados positivos (Lavalle, De Campos, Bertagnolli, 
& Cassali, 2012). 
Para além dos quimioterápicos tradicionais, tem vindo a ser sugerida a utilização de 
inibidores da COX-2 tanto nos tumores mamários da mulher como da cadela, havendo 




alguma eficácia terapêutica e preventiva neste tipo de neoplasias. A relevância dos 
inibidores da COX-2 será descrita mais aprofundadamente, mais à frente. 
Tal como a quimioterapia, também na radioterapia não existe informação relevante quanto à 
eficácia da sua utilização. Sabe-se, no entanto, que estará reservada a pacientes cuja 
remoção cirúrgica da neoplasia não seja possível ou possa ser apenas incompleta. Percebe-
se então que são necessários mais estudos no âmbito dos tumores mamários caninos, de 
modo a averiguar a utilidade e eficácia destas duas opções terapêuticas (Lana et al., 2007). 
 
III.6.3 – Imunoterapia 
 
A imunoterapia tem sido descrita como uma modalidade terapêutica promissora em cadelas 
com tumores mamários. Num estudo em que foi utlizado um vírus oncolítico (GLV-1h68), em 
tumores mamários de cadela, foi possível verificar que o vírus infectou e destruiu com 
sucesso linhas celulares de carcinoma mamário canino, inibiu a proliferação tumoral, reduziu 
o tamanho da neoplasia e replicou-se em xenotransplante (Gentschev et al., 2009). 
Um outro grupo de investigadores testou uma vacina autóloga de fusão com células 
dendríticas-células tumorais mamárias, concluindo que a sua administração nos linfonodos 
poplíteos de canídeos saudáveis conduziu à produção significativa de IgG, imunoglobulinas 
estas que revelaram reconhecer antigénios de células tumorais in vitro (Bird et al., 2011). 
 
III.6.4 – Terapia hormonal 
 
No que diz respeito à terapia hormonal, é consensual que a realização precoce de 
ovariohisterectomia tem efeitos preventivos no desenvolvimento destas neoplasias. Já o 
benefício da sua utilização como terapêutica adjuvante em tumores mamários, não está 
ainda bem definido. Existem, no entanto, evidências de que poderá ter efeitos positivos, 
nomeadamente, o aumento do tempo de sobrevida pós-cirúrgica, como já referido 
anteriormente (Sorenmo et al., 2000; Lana et al., 2007).  
A utilização de inibidores seletivos dos recetores de estrogénio como o tamoxifeno tem 
vindo a ser estudada, tendo sido testada a sua ação anti-proliferativa tanto in vitro, como em 
alguns ensaios clínicos (Lana et al., 2007). No entanto, os animais tratados tem mostrado 
efeitos secundários significativos como: piómetra, edema vulvar, corrimento vaginal, 
incontinência, sinais de estro e infecções do tracto urinário (Morris, Dobson & Bostock, 
1993). Num estudo recente, realizado com o intuito de avaliar os efeitos secundários da 
terapêutica com tamoxifeno, concluiu-se que este fármaco pode ser uma mais-valia como 




sejam bem avaliados e controlados. Devido ao risco de piómetra, recomenda-se que esta 
terapêutica seja aplicada apenas a animais esterilizados (Tavares et al., 2010). 
 
III.7 - Prognóstico 
 
Os fatores apontados como mais relevantes no prognóstico dos tumores mamários caninos 
são: tamanho tumoral, envolvimento dos linfonodos, presença de metástases à distância, 
tipo histológico, grau de malignidade, grau de diferenciação nuclear, infiltração celular 
linfóide nos tecidos vizinhos, grau de invasão, permeação vascular por células neoplásicas, 
presença de recetores esteróides, aneuploidia do ADN, número de células em fase S e o 
número de Regiões Organizadoras Nucleolares Argirofílicas (AgNORs) (Lana et al., 2007). 
 
III.7.1 – Tamanho tumoral 
 
Apesar da importância do tamanho tumoral no prognóstico ser consensual, existe ainda 
algum desacordo relativamente ao tamanho a partir do qual o prognóstico se torna 
significativamente pior.  
Alguns estudos sugerem que os tumores com um diâmetro ˂γcm (classificados como T1 de 
acordo com sistema TMN) apresentam menor probabilidade de recorrência e maior tempo 
de sobrevida, apontando aos tumores classificados como T2 (3-5cm) e T3 (> 5cm), um pior 
prognóstico (Kurzman & Gilbertson, 1986; Philibert et al., 2003; Matos, 2007). 
Um outro estudo permitiu concluir que as cadelas com tumores > 5cm tinham um 
prognóstico significativamente pior do que animais com tumores de diâmetro ˂5cm (Chang 
et al.,  2005). É contudo importante salientar que existem tipos tumorais onde o tamanho 
pode não ser tão facilmente associável ao prognóstico, nomeadamente o carcinoma de tipo 
misto, onde a componente maligna poderá ser bastante diferente dos tumores de tamanho 
inferior, podendo estes últimos ter um maior número de células malignas, e ainda os 
carcinomas quísticos onde as células tumorais correspondem apenas a uma parte da massa 
tumoral mensurável (Matos, 2007). 
Apesar destas discrepâncias que podem interferir com a relevância do tamanho como fator 
de prognóstico, a aceitação deste é unânime, existindo vários estudos a referirem a utilidade 
de um sistema de estadiamento baseado na dimensão tumoral (Sorenmo et al., 2010).  
III.7.2 – Envolvimento dos linfonodos 
 
Alguns estudos referem o envolvimento dos linfonodos como sendo um fator de prognóstico 




enquanto outros trabalhos consideram que este fator não afeta o prognóstico (Schneider et 
al., 1969; Nieto et al., 2000). Porém, estas diferenças podem dever-se ao facto dos estudos 
serem maioritariamente retrospetivos, e dos procedimentos cirúrgicos e de atribuição do 
estadio não estarem estandardizados devido a avaliação histológica incompleta dos 
linfonodos, aos diferentes métodos de preparação e de coloração dos tecidos, assim como, 
aos diferentes métodos de análise estatística (Matos et al., 2006; Sorenmo et al., 2010). 
Através do exame de citologia ou de histopatologia é possível verificar se existe ou não 
envolvimento dos linfonodos. Em caso positivo, o tumor deverá ser classificado como N1 de 
acordo com o sistema TNM modificado e ser-lhe-á atribuído um estadio IV, o penúltimo de 
acordo com esta classificação (Rutteman et al., 2001). A utilização de imunohistoquímica 
para detecção de citoqueratinas demonstrou também ser um método útil na identificação de 
micrometástases ocultas, em especial quando estas não são detetadas pela coloração de 
hematoxilina-eosina (Matos et al., 2006). 
 
III.7.3 – Metástases à distância  
 
Relativamente aos locais de metastização dos tumores mamários, sabe-se que estas 
neoplasias metastizam, principalmente, nos linfonodos regionais, pulmões e, menos 
frequentemente, no fígado, baço, rins, pele, osso, encéfalo, glândulas adrenais e coração 
(Peleteiro, 1994; Fossum, 2007). A presença de metástases à distância aquando do 
diagnóstico implica um mau prognóstico, havendo um estudo que concluiu que a 
sobrevivência pós-operatória média em animais com metástases foi de 5 meses, o que é um 
período bastante inferior, comparativamente, aos 28 meses de vida verificados nos animais 
sem metástases (Philibert et al., 2003). 
 
III.7.4 – Invasão tecidular e vascular 
 
Também a invasão tecidular (pele e tecidos vizinhos) e a invasão dos vasos sanguíneos por 
células tumorais constituem importantes fatores de prognóstico. Um estudo realizado em 
cães de raça Beagle, permitiu concluir que estes dois fatores têm grande relevância na 








III.7.5 – Grau de diferenciação nuclear 
 
O grau de diferenciação nuclear (classificado como baixo, moderado ou bem diferenciado) 
constitui outro importante fator de prognóstico. Num estudo onde foi avaliada a possibilidade 
de recidiva tumoral e formação de metástases durante 2 anos após mastectomia, foi 
possível concluir que os animais com tumores em que o grau de diferenciação nuclear é 
baixo, este risco é de 90%, enquanto nos classificados como moderadamente diferenciados 
é de 68%, e nos bem diferenciados de apenas 24% (Gilberston, Kurzman, Zachrau, Hurvitz 
& Black, 1983). 
 
III.7.6 – Tipo histológico 
 
O tipo histológico é também um fator cuja importância no prognóstico é bastante 
reconhecido, sendo os sarcomas o tipo histológico com pior prognóstico, conduzindo à 
morte da maioria dos animais entre os 9 e os 12 meses (Misdorp, Cotchin & Hampe, 1971; 
Heelmén, Bergstrom & Holmberg, 1993). 
Dentro dos carcinomas, o subtipo histológico demonstra também diferenças significativas no 
tempo de sobrevivência; um estudo com 99 animais concluiu que o carcinoma anaplásico 
possui o pior prognóstico, com um tempo de sobrevida médio após a cirurgia de 2,5 meses, 
comparativamente aos adenocarcinomas em que a média de sobrevida estimada foi de 21 
meses; nos carcinomas sólidos a média foi 16 meses e nos outros tipos histológicos de 24 
meses (Philibert et al., 2003). 
A diferenciação histológica de um tumor é também muito importante, sendo tanto melhor o 
seu prognóstico quanto mais elevado for o seu grau de diferenciação, uma vez que as 
neoplasias pouco diferenciadas perdem dependência hormonal tornando-se, portanto, mais 
agressivas (Moore, 2006). 
A evolução para carcinoma inflamatório associado a qualquer um dos tipos histológicos 
resulta num prognóstico muito reservado, ocorrendo a morte do animal num curto espaço de 
tempo (cerca de um mês) (Bergman, 2007; Veterinary Society of Surgical Oncology, VSSO, 
2008). Isto deve-se ao facto de 96% dos carcinomas inflamatórios possuírem metástases 
regionais e 32% metástases à distância no momento do diagnóstico, passando para 100% 
com metástases regionais e 62% com metástases à distância no momento da eutanásia 





III.7.7 – Grau de malignidade 
 
O grau de malignidade é também um fator significativo no prognóstico dos tumores 
mamários caninos (Gilbertson et al., 1983; Misdorp et al., 1999). 
O método de atribuição de grau de malignidade mais frequentemente utilizado na avaliação 
do cancro da mama em mulher é o método “Elston e Ellis” (1991), correspondendo à mais 
recente modificação do método “Bloom e Richardson” (Bloom & Richardson, 1957). 
Foram propostos por Gilbertson (1983), Lagadic e Estrada (1990), Misdorp (2002) e 
(Clemente et al., 2010) sistemas para a classificação do grau de malignidade em tumores 
mamários caninos, baseados nos já descritos em medicina humana (Bloom & Richardson, 
1957; Elston & Ellis, 1991). Estes sistemas baseiam-se numa combinação de fatores 
celulares (predominantemente nucleares) nomeadamente: na quantificação do nível de 
anaplasia, na percentagem de formações tubulares, na atividade mitótica, e no 
pleomorfismo nuclear. Após a soma do valor atribuído para cada fator analisado, é obtido o 
grau de malignidade tumoral (tabelas 3 e 4) (Misdorp, 2002).  
Os sistemas propostos recentemente para a classificação dos tumores mamários caninos 
(Misdorp, 2002; Clemente et al., 2010) apresentam algumas diferenças subtis (Tabela 3), 
tais como, a denominação de intermédio vs moderadamente diferenciado atribuída aos 
tumores de grau II. No entanto, as possíveis implicações destas pequenas diferenças em 
termos de prognóstico não foram ainda identificadas (Goldschmidt et al., 2011). 
 
Tabela 3 - Critérios histológicos para atribuição do grau de malignidade (segundo 











NUCLEAR POR CGA 
1 PONTO 
         
 Clemente et al., 2010 
Formações tubulares em 
> 75% do tumor 
Núcleos uniformes ou 
pequenos e regulares e, 
ocasionalmente, nucléolo 
 
0-9 mitoses /10 CGA 
         




na forma e coloração 




mitoses por CGA 
2 PONTOS 
        
  Clemente et al., 2010 
Organização tubular 
moderada (10-75% do 
tumor), em conjunto com 
áreas de crescimento 
tumoral sólido 
Grau moderado de 
variação no tamanho e 
forma nuclear, núcleo 
hipercromático, presença 








          
Misdorp, 2002 




forma e coloração nuclear   
2-3 núcleos 
hipercromáticos ou 
mitoses por CGA 
3 PONTOS 
          
Clemente et al., 2010 
 
Formação tubular mínima 
ou inexistente (˂10%) 
Variação marcada no 
tamanho nuclear, núcleo 
hipercromático, por vezes 




   >20 mitoses /10 CGA 
          
Misdorp, 2002 




forma e coloração nuclear   
2-3 núcleos 
hipercromáticos ou 
mitoses por CGA 
Legenda: CGA – Campo em grande ampliação 
               
Tabela 4 - Grau de malignidade de neoplasias (segundo Goldschmidt et al., 2011) 
Pontuação total Grau de malignidade 
3 a 5  
       Clemente et al., 2010 I (baixo) 
       Misdorp, 2002 Bem diferenciado 
6 a 7  
       Clemente et al., 2010 II (intermédio) 
       Misdorp, 2002 Moderadamente diferenciado 
8 a 9  
      Clemente et al., 2010 III (alto) 
      Misdorp, 2002 Fracamente diferenciado 
                           
Estudos recentes vieram confirmar o que tinha sido publicado num estudo realizado, em 
2005, por Karayannopoulou e seus colegas, as diferenças significativas encontradas no 
prognóstico foram relacionadas com o grau de malignidade tumoral, tendo-se concluído que 
os animais com tumores de grau III tinham um tempo de sobrevivência menor 
comparativamente aos animais portadores de tumores de grau I ou II (Karayannopoulou, 
Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 2005). 
 
III.7.8 – Infiltração celular linfóide 
 
Outro fator que foi indicado como relevante no prognóstico destas neoplasias é a infiltracão 
celular linfóide. Esta resposta indica uma atividade imune anti-tumoral, estando a sua 
presença associada a menores taxas de recorrência pós-cirúrgica (Gilbertson et al.,1983). 
Contudo, estes dados não foram confirmados por estudos subsequentes (Matos, 2007). 





III.7.9 – Aneuploidia e células em fase S 
 
Numa amostra de 136 animais com tumores mamários, aos quais foi feito o respetivo 
acompanhamento, foi possível verificar que tanto a presença de aneuploidia como o alto 
índice de células em fase S está associada a tempo de sobrevivência menor (Hellmén et al., 
1993). 
 
III.7.10 – AGNOR - Regiões Organizadoras Nucleolares Argirofílicas 
 
O marcador de proliferação (Agyrophilic nucleolar organizer regions, AGNOR), Regiões 
Organizadoras Nucleolares Argirofílicas está também implicado no prognóstico dos tumores 
mamários caninos. O seu aumento está presente particularmente em tumores de 
comportamento maligno (em especial com invasão dos tecidos vizinhos) e associado a 
tempos de sobrevida pós-cirúrgica menores (Bostock, Moriarty & Crocker, 1992; Sorenmo et 
al., 2010).   
 
III.8 - Carcinogénese mamária canina: marcadores moleculares 
 
Através da investigação efetuada, principalmente, em humanos e em animais de laboratório 
já foi possivel identificar um grande número de moléculas envolvidas nos processos 
neoplásicos. 
No que diz respeito aos tumores caninos pouco é conhecido relativamente aos mecanismos 
e moléculas envolvidas no processo de carcinogénese. O argumento de que os tumores 
mamários caninos podem vir a ser um bom modelo de estudo para o cancro de mama na 
mulher, fomentou o interesse e o número de estudos nesta espécie, de modo a melhor 
averiguar as semelhanças e diferenças entre as duas espécies. 
Dos muitos marcadores envolvidos no cancro da mama salientam-se, de seguida, alguns, 
sobre os quais já há evidências da sua participação em neoplasias mamárias caninas. 
III.8.1 – p53 
 
O p53 é um gene supressor tumoral, cuja função é controlar o crescimento celular após 




celular desregulada, o que pode levar, consequentemente, à formação de neoplasias e/ou 
ao favorecimento do seu crescimento/progressão (Velculescu & El-Deiry, 1996). 
Tanto na mulher como na cadela, a sobrexpressão da proteína p53 mutante parece estar 
associada a um pior prognóstico, estando correlacionada com um tempo de sobrevivência 
menor (Kim et al., 2010; Lee et al., 2004). A frequência de mutações neste gene, em 
carcinomas mamários caninos, é de 20%, valor semelhante ao observado na mulher (Lee et 
al., 2004). 
Um estudo acerca deste gene verificou a perda de um alelo e a mutação de outro em três 
das nove linhas celulares de tumores mamários caninos analisados. Foram também 
identificadas as mesmas mutações em 2 de 3 tumores mamários que deram origem às 
linhas celulares, não sendo observada nenhuma mutação no tecido mamário normal 
(Misdorp, 2002). 
Estudos revelaram que 3 em cada 10 (Chu et al., 1998) e que 6 em cada 40 (Veldhoen, 
Watterson, Brash & Milner 1999) tumores mamários caninos primários, mostram mutações 
no gene p53 que aumentam o risco de recidiva e de morte (Wakui et al., 2001). 
 
III.8.2 – p63 
 
O gene p63 pertence à família do gene anterior e está envolvido na regeneração de células 
estaminais epiteliais. Tal como no p53 as mutações germinativas no gene p63 têm vindo a 
ser associadas a várias alterações do desenvolvimento do tecido mamário (Yang et al., 
1998; Yang et al., 1999). Nos tumores mamários, tanto da espécie humana como da canina, 
está demonstrada a alta sensibilidade e especificidade da imunodeteção da p63, na 
identificação de células mioepiteliais constituindo um útil marcador de diagnóstico, 
permitindo distinguir as células basais ou mioepiteliais dos miofibroblastos (Gama, Alves, 
Gartner & Schmitt, 2003; Matos, Dufloth, Alvarenga, Zeferino & Schmitt, 2005). 
Num dos estudos em que foi avaliada a expressão deste gene em tumores mamários 
caninos, uma possível relação entre as células estaminais e mioepiteliais foi sugerida, pela 
importância deste gene no desenvolvimento e manutenção das células estaminais, e pela 
sua expressão ao nível das células mioepiteliais, podendo este facto ajudar no entendimento 
da histogénese das neoplasias mamárias caninas (Gama et al., 2003). 
 
III.8.3 – Ki-67 e PCNA 
 
O antigénio Ki-67 é uma proteína nuclear, ativamente expressa em células replicantes, não 




Em humanos, a avaliação imunohistoquímica deste antigénio para averiguar o índice de 
proliferação celular do tumor mostra-se um bom indicador de prognóstico, em particular, nos 
casos de recaída do cancro de mama (Railo et al., 1993). 
O estudo deste antigénio é, muitas vezes, associado a outros marcadores de proliferação, 
nomeadamente o antigénio nuclear de proliferação celular (PCNA). 
Estudos conduzidos em cadelas para avaliar a expressão destes dois marcadores, 
revelaram uma correlação positiva entre a sobrexpressão de Ki-67 e um mau prognóstico, 
enquanto os tumores malignos mostraram maior quantidade de PCNA, comparativamente à 
glândula mamária normal ou hiperplásica e aos tumores benignos (Peña et al., 1998; 
Funakoshi et al., 2000). 
 
III.8.4 – HER-2 
 
O gene HER-2 (também chamado de c-erB2 ou neu) codifica um recetor do fator de 
crescimento epidérmico e, no homem, localiza-se no cromossoma 17. Estudos estatísticos 
demonstraram que este gene está amplificado em 15-20% das pacientes com cancro de 
mama, levando esta alteração ao aumento da invasão e formação de metástases, bem 
como ao aumento da resistência à quimioterapia (Ahn & Vogel, 2012). 
Em medicina humana, a identificação da amplificação do HER-2 é utilizada como fator de 
prognóstico, e como indicador de resultados terapêuticos favoráveis caso fármacos 
direcionados especificamente para tumores HER-2 positivos venham a ser usados (Ross et 
al., 2003). 
Em medicina veterinária, foi analisada a expressão de HER-2 em 79 tumores mamários 
caninos, tendo a sua sobrexpressão sido detetada em 50% dos tumores benignos e em 
19,1% dos adenocarcinomas (Rungsipipat et al., 1999). Os achados neste estudo foram 
semelhantes aos encontrados na mulher, sendo a percentagem de tumores malignos com 
expressão de HER-2 na ordem dos 20 a 30%, tal como no cancro de mama na mulher 
(Kerns, Pence, Huper, Kinney, & Iglehart, 1990; Ferretti et al., 2007). 
À semelhança do que acontece nos humanos, foram encontrados 4 subtipos de tumores 
mamários caninos, de acordo com os níveis de expressão de HER-2 e dos recetores de 
estrógénios (ER) avaliados por imunohistoquímica, a saber: tipo luminal A (ER+/HER2-, 
44,8%); tipo luminal B (ER+/HER2+, 13,5%); tipo basal (ER-/HER2-, 29,2%) e tipo com 
sobrexpressão de HER2 (ER-/HER2+, 8,3%), tendo sido registado um menor tempo de 
sobrevida nos animais com o tipo basal (Gama, Alves & Schmitt, 2008).  
Estudos realizados em tumores de cadelas revelam um prognóstico mais favorável em 
animais com sobrexpressão de HER-2, sendo o período de sobrevivência maior 




(Hsu, Huang, Liao, Wong & Chang, 2009; Gama et al., 2008). Mais estudos são necessários 
com o intuito de averiguar o verdadeiro valor prognóstico deste proto-oncogene na 
carcinogénese mamária canina. 
 
III.8.5 – EGFR 
 
O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), também conhecido como HER-1, 
pertencente à família dos recetores tirosina quinase e, tal como o recetor HER-2, também 
está implicado na carcinogénese mamária. 
Um estudo analisou 136 amostras de tumores mamários caninos, assim como as áreas 
adjacentes de mama normal e hiperplásica, tendo-se observado uma sobrexpressão de 
EGFR nas áreas não tumorais, particularmente, nas células mioepiteliais sendo nestes 
casos as células luminais negativas (Gama et al., 2009). Nos tecidos tumorais foi observada 
a sobrexpressão de EGFR em 9 tumores benignos (19,6%) e em 38 malignos (42,2%), 
estando os níveis de EGFR significativamente correlacionados com a malignidade. Também 
foi detetada uma associação significativa entre este marcador e a idade do animal, e o 
tamanho do tumor. Ainda neste estudo, a sobrexpressão de EGFR em tumores mamários 
caninos foi associada com um menor tempo livre de doença, e com um menor tempo de 
sobrevivência, contudo, sem significado em termos estatísticos (Gama et al., 2009). 
 
III.8.6 – BRCA1 e BRCA2 
 
Os genes supressores tumorais BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility protein) e 
BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility protein) desempenham um papel importante na 
manutenção da estabilidade genómica (Davies et al., 2001). Mutações nos genes BRCA1 e 
BRCA2 estão na origem de tumores mamários com um forte componente hereditário na 
mulher (Ford, Easton & Stratton, 1998), tendo já sido inclusivamente verificada a presença 
destes genes em tumores mamários caninos (em especial na raça Springer Spaniel Inglês), 
sugerindo o seu envolvimento na carcinogénese destes tumores (Rivera et al., 2009). 
 
III.8.7 – MMPs 
 
As metaloproteinases da matriz (MMPs) constituem uma família de enzimas proteolíticas 




contribuem na invasão tumoral através da proteólise da matriz extracelular que constitui uma 
barreira contra a invasão das células tumorais (Woodhouse, Chuaqui & Liotta, 1997). 
Nos tumores mamários de cadela, a avaliação da expressão de MMP-9 e da MMP-2 revelou 
uma maior expressão da MMP-9 nos tumores malignos, sugerindo ter um papel no 
comportamento agressivo destas neoplasias, e que a sua utilização poderá ser útil como um 
fator de prognóstico (Hirayama et al., 2002). Um outro trabalho em cadelas, demonstrou que 
a produção de MMP é maior na periferia do tumor, acentuando o seu possível envolvimento 
na invasão tumoral (Loukopoulos, Mungall, Straw, Thornton & Robinson, 2003). 
 
III.8.8 – PTEN 
 
Também o gene supressor tumoral homólogo da fosfatase e tensina (PTEN), cujas funções 
incluem regulação do crescimento, proliferação e apoptose celular, parece desempenhar um 
papel nestas neoplasias, devido a alterações ou a perda do mesmo. Existe portanto 
relevância deste gene em termos de prognóstico, estando a sua perda associada a tempos 
de sobrevivência mais curtos quer na espécie canina quer na humana (Depowski, Rosenthal 
& Ross, 2001; Ressel, Millanta, Caleri, Innocenti & Poli, 2009). 
 
III.8.9 – Sialyl Lewis x 
 
O antigénio Sialyl Lewis x (sLx) é considerado um marcador tumoral com implicações 
funcionais no comportamento maligno das células neoplásicas. A sua sobrexpressão está 
relacionada com a progressão e o desenvolvimento de metástases em vários tipos de 
cancro, incluindo o da glândula mamária (Pinho et al., 2007). 
Aquando da reação inflamatória, este antigénio promove a ligação dos leucócitos ao 
endotélio ativado por citoquinas, através da molécula de adesão E-selectina. Esta ligação 
conduz à diapedese dos leucócitos e a sua migração para os tecidos (Munro et al., 1992). 
Tal como numa inflamação, as células tumorais que expressam sLx ligam-se à E-selectina 
das células endoteliais ativadas por citoquinas, o que resulta na passagem de células 
tumorais para os tecidos, levando à formação de uma nova lesão tumoral (Potapenko et al., 
2010). 
Nos tumores mamários da mulher e da cadela existem evidências da sobrexpressão deste 
antigénio nas células, assim como da sua associação com a formação de metástases (em 
especial por via hematogénea) sugerindo que a avaliação deste marcador deve ser 






III.8.10 – Genes reguladores da apoptose 
 
Genes da via apoptótica estão também envolvidos na carcinogénese mamária, tendo-se 
verificado o aumento das proteínas supressoras da apoptose (bcl-2, bcl-XI) e uma 
diminuição das proteínas indutoras da mesma (Bax, caspases 8 e 3), tanto em tumores de 
mama da mulher como na cadela (Kumaraguruparan, Karunagaran, Balachandran, Manohar 
& Nagini, 2006). 
 
III.9 - Ciclooxigenases  
 
As ciclooxigenases (também conhecidas como prostaglandinas endoperoxidase sintetases) 
constituem um grupo de enzimas responsáveis pela síntese de prostaglandinas. Esta 
biossíntese ocorre através da conversão do ácido araquidónico em prostaglandina G2 
(PGG2), com posterior redução da PGG2 em prostaglandina H2 (PGH2). 
Através da ação das prostaglandinas sintetase específicas, a PGH2 é convertida em várias 
moléculas lipídicas ativas incluindo: a PGE2 (envolvida na inflamação e crescimento 
tumoral), a PGD2 (com ação pró- e anti-inflamatória), a PGI2 (com funções de proteção 
gástrica e resistência ao tromboembolismo), a PGF2  (envolvida no processo do parto) e os 
tromboxanos A2 (TxA2) que promovem a formação de trombos (Smith, DeWitt & Garavito, 
2000; Wang & Dubois, 2006; Zha, Yegnasubramanian, Nelson, Isaacs, & De Marzo, 2004). 
Até à data foram identificadas três isoformas reconhecidas da ciclooxigenase. A 
ciclooxigenase-1 (COX-1) identificada no ano 1970 por John Vane encontra-se expressa 
numa grande variedade de células e tecidos, estando envolvida em várias funções de 
manutenção da homeostase, tais como a função renal, manutenção da integridade da 
mucosa gástrica, estimulação da agregação plaquetária e vasoconstrição. Esta enzima 
constitui o alvo do ácido acetil salicílico (Aspirina®) e de outros anti-inflamatórios não 
esteróides (Vane, 1971). 
No início dos anos noventa foi identificada a cliclooxigenase-2 (COX-2). Ao contrário da 
anterior, esta isoforma apenas está expressa nos tecidos em determinadas condições, tais 
como no decorrer de uma inflamação ou no desenvolvimento tumoral. Alguns estudos 
demonstraram, no entanto, que esta enzima está presente no cérebro, rim, placenta e 
ovário, desempenhando funções fisiológicas nestes locais (Needleman & Isakson, 1997). 
Uma terceira isoforma da ciclooxigenase (COX-3) foi descoberta em 2002, tendo sido 
identificada a sua presença na espécie canina. Contudo, a sua relevância, tanto nesta 





III.9.1 - COX-2: papel na carcinogénese 
 
Uma resposta inflamatória controlada é um processo necessário em diversas situações tais 
como na reparação tecidular, cicatrização, e defesa contra agentes patogénicos. Já uma 
resposta inflamatória crónica e descontrolada revela-se prejudicial. 
Em 1863, foi pela primeira vez proposto o papel da inflamação crónica no desenvolvimento 
tumoral, quando Rudolf Virchow observou a presença de leucócitos em tecidos neoplásicos, 
tendo postulado que a inflamação promove um ambiente celular que conduz à iniciação e 
desenvolvimento carcinogénico (Sethi, Shanmugam, Ramachandran, Kumar & Tergaonkar, 
2012). 
No microambiente tumoral, uma rede constituída por diversos mediadores pró-inflamatórios, 
participa num processo complexo de sinalização, que irá possibilitar a metastização de 
células tumorais através do estroma, promovendo o crescimento tumoral (Sethi et al., 2012). 
A inflamação crónica atua como reguladora da promoção e progressão tumoral, através da 
presença de citoquinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS), oncogenes, 5-
lipoxigenase (LOX), metaloproteinases da matriz (MMPs) e da ciclooxigenase-2 (COX-2), 
assim como pela ativação de importantes fatores de transcrição como o NF-kB (fator nuclear 
kB), o STAT-3 (transdutor de sinal e ativador de transcrição 3), o AP-1 (ativador de proteína 
1), o HIF-1α (fator indutor de hipoxia 1α), culminando numa aceleração da proliferação 
tumoral, evasão à apoptose, aumento da angiogénese e formação de metástases (Sethi et 
al., 2012). 
A sobrexpressão da COX-2 pode ocorrer por intermédio de vários estímulos fisiológicos e 
pro-inflamatórios, incluindo hormonas, interleucina-I (IL-I), fator de necrose tumoral (TNF-α), 
fator de transformação do crescimento (TGF- ), fator de crescimento epidérmico (EGF), 
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos 
(bFGF) e lipopolissacarídeos (LPS). Em situações normais esta indução é transitória, 
retormando aos níveis basais de 24 a 48h (Dubois et al., 1998). 
Dos derivados bioactivos da COX-2, a PGE2 surge como o mais importante na 
carcinogénese devido às implicações na resposta inflamatória e no crescimento tumoral 
(Wang & Dubois, 2006). 
Vários estudos realizados em medicina humana, em especial no âmbito da polipose 
adenomatosa familiar (PAF), encontraram evidências concretas do papel da PGE2 no 
crescimento tumoral. Num dos estudos que recorreu a um modelo murino (ratos APCMin) foi 
possível verificar que a PGE2 promove o crescimento do adenoma intestinal. Num outro 
estudo, foi possível constatar que o uso de anti-inflamatórios não esteróides induziu a 




Os níveis celulares de PGE2 dependem da atividade das sintetases conversoras de PGH2 
em PGE2, assim como da presença de 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH) 
que promove a degradação e a inativação da PGE2 (Wang & Dubois, 2006). 
A PGE2 exerce a sua função através da ligação aos seus recetores (EPI-1 a EPI-4), tendo-
se verificado que a expressão de determinados recetores está correlacionada com 
determinados tipos de cancro. Os recetores EPI-1, 2 e 4 parecem ser os mais envolvidos no 
desenvolvimento do cancro de mama de acordo com ensaios realizados em ratos 
(Kawamori et al., 2001; Chang et al., 2004; Wang & Dubois, 2006). 
Através da ligação aos seus receptores específicos, a PGE2 parece promover o crescimento 
tumoral com aumento da proliferação celular e da angiogénese, inibição da apoptose, 
estimulação da invasão e supressão da resposta imunitária. 
Em seguida, irei mencionar sucintamente, quais os alvos ativados pela PGE2 que culminam 
nas referidas alterações, resumidas na Figura 1. 
Na maioria das neoplasias verifica-se ativação do EGFR, induzida pela PGE2, que atua 
sinergicamente. A PGE2 inibe a apoptose e estimula a invasão e a proliferação celular pela 
via PI3quinase/Akt, enquanto a ativação do EGFR irá estimular efeitos celulares 
semelhantes pela via Ras (oncogenes encontrados numa grande variedade de tumores, 
levando à proliferação, diferenciação e sobrevivência celular) (Dannenberg, Lippman, Mann, 
Subbaramaiah & Dubois 2005; Wang and Dubois 2006). 
Por outro lado, também os recetores ativados pelos proliferadores peroxissomais (PPARs), 
importantes na regulação do metabolismo celular (em especial de células adiposas), são 
ativados pela via PI3quinase/Akt promovendo a sobrevivência celular (Wang et al., 2003; 
Wang et al., 2004). 
De acordo com um estudo realizado em células epiteliais de rato, a apoptose é 
concomitantemente inibida pelo aumento de sobrexpressão de Bcl-2 (família de proteínas 
reguladoras da morte celular) regulada pela sobrexpressão da COX-2 (Tsujii & Dubois, 
1995). Um outro estudo, realizado em células de carcinoma do cólon humano expostas a 
PGE2, revelou um aumento significativo das proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, enquanto a 
expressão das proteínas pró-apoptóticas Bax se manteve sem variação (Sheng, Shao, 
Morrow, Beauchamp & Dubois, 1998). Estes resultados reforçam a existência de uma 
relação direta entre a expressão da COX-2 e a inibição da apoptose. 
O crescimento de tumores sólidos e a formação de metástases depende da formação de 
novos vasos sanguíneos. Os principais fatores promotores da angiogénese são VEGF, 
bFGF e PDGF, estando a COX-2 ligada a produção dos dois primeiros (Méric et al., 2006; 
Wang & Dubois, 2006). De acordo com os estudos realizados em cancro colo-rectal 
humano, a sobrexpressão de PGE2 está relacionada com a produção de VEGF e bFGF, e a 
administração de AINES induz o bloqueio da produção destes fatores angiogénicos (Tsujii et 




O crescimento tumoral está muitas vezes associado à imunossupressão, uma vez que o 
microambiente dos tecidos tumorais favorece, frequentemente, a mudança da imunidade 
mediada por Th1 (linfócitos T helper tipo1) para Th2 (linfócitos T helper tipo 2), 
representando esta última uma resposta imunossupressora (Wang & Dubois, 2006). 
Foi já demonstrado que a PGE2 inibe as citoquinas produzidas na resposta Th1 tal como o 
fator de necrose tumoral α, o interferão  e a interleucina 2 (IL-2), e que, pelo contrário, 
promove a atividade das citoquinas pertencentes à resposta Th2, tais como as IL-4, IL-6 e Il-
10, sendo esta última uma interleucina imunossupressora. Os efeitos produzidos pela PGE2 
no sistema imunitário poderão, portanto, facilitar a invasão tecidular por células neoplásicas 

























Figura 1 - Papel da prostaglandina E2 (PGE2) na carcinogénese (adaptado de Wang & Dubois, 2006). 
Proliferação Angiogénese Imunossupressão Invasão Apoptose 
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III.9.2 - COX-2: cancro em humanos 
 
Existem várias evidências que atribuem um contributo das prostaglandinas derivadas da 
COX-2 na tumorigénese em humanos. O primeiro tumor humano no qual a importância da 
COX-2 foi investigada foi o cancro colo-rectal. Vários estudos foram realizados após o 
surgimento das primeiras evidências, tendo a imunohistoquímica demonstrado a expressão 
da COX-2 em células neoplásicas do epitélio do cólon, assim como, de PGE2 nos tecidos 
neoplásicos do cólon (Rigas, Goldman & Levine, 1993; Sano et al., 1995). 
Nos últimos anos, o envolvimento da COX-2 noutros tumores humanos tem vindo a ser 
revelado (cancro de mama, pulmão, próstata, pâncreas, gástrico, etc), apresentando-se a 
expressão desta enzima muito elevada em alguns deles (Méric et al., 2006; Doré, 2011). 
Relativamente ao valor prognóstico da COX-2 nos tumores humanos existe ainda alguma 
controvérsia, nomeadamente, no caso do cancro colo-rectal onde alguns estudos concluem 
que a COX-2 não possui impacto no prognóstico, enquanto outros referem que a sua 
sobrexpressão está relacionada com uma diminuição do tempo de sobrevida (Zafirellis, 
Agrogiannis & Zachaki, 2008; Peng et al., 2013). No que diz respeito ao cancro de pulmão, 
de acordo com um estudo recente, a COX-2 não parece ser um fator importante de 
prognóstico (Turk et al., 2012). Já no cancro de mama, próstata e pâncreas esta enzima tem 
demonstrado ser um fator muito importante no prognóstico (Juuti, Louhimo, Nordling, 
Ristimaki & Haglund, 2006; Cohen et al., 2006; Miglietta et al., 2010). 
No cancro da mama, a sobrexpressão da COX-2 já foi descrita tanto em carcinomas 
invasivos como in-situ, variando as percentagens de positividade entre os 5% e os 100% 
consoante os estudos (Howe, Subbaramaiah, Brown & Dannenberg, 2001; Howe & 
Dannenberg, 2003, Witton, Hawe, Cooke, & Bartlett, 2004). A sobrexpressão desta proteína 
correlaciona-se com um mau prognóstico, nomeadamente, ser houver negatividade para 
recetores hormonais, positividade para HER-2, baixa diferenciação, grandes dimensões, 
maior grau de malignidade, presença de metástases nos linfonodos e à distância, invasão 
vascular e sobrevivência reduzida (Ristimaki et al., 2002; Denkert et al., 2003; Singh-
Ranger, Salhab & Mokbel, 2008). 
Para além da expressão pelas células epiteliais mamárias, também a presença de marcação 
para COX-2 em células do estroma tem vindo a ser relatada, estando correlacionada 
positivamente com a progressão tumoral (Hu et al., 2009; Rudnick et al., 2011). 
Num estudo de Rudnick e colegas, foi possível concluir que os fibroblastos que segregam 
quantidades elevadas de PGE2, têm a capacidade de promover o crescimento tumoral 
através da secreção aumentada de IL-6 (interleucina-6), citoquina envolvida no crescimento 





III.9.3 - COX-2 : tumores mamários de cadela 
 
Em 2003, surgiu o primeiro estudo que mostrou ocorrer uma sobrexpressão da COX-2 em 
tumores mamários caninos. A sobrexpressão foi detetada em 24% dos adenomas e 56% 
dos adenocarcinomas, tendo sido possível concluir que a expressão da COX-2 é 
particularmente mais intensa em tumores malignos comparativamente aos benignos (Doré, 
Lanthier & sirois, 2003). 
Um estudo realizado, em 2005, por Heller e sua equipa, permitiu concluir que a expressão 
desta enzima correlaciona-se com o tipo histológico do tumor, observando-se uma maior 
frequência e intensidade de expressão nos tumores menos diferenciados como o carcinoma 
anaplásico (Heller et al., 2005). 
Em 2006, foi realizado um estudo nas espécies canina e felina com o intuito de relacionar a 
expressão da COX-2 com vários marcadores moleculares de prognóstico (Millanta et al., 
2006). Nele foi possível relacionar a expressão elevada da COX-2, na cadela, com a 
sobrexpressão de HER-2 e com um menor grau de diferenciação. Em ambas a espécies, 
níveis elevados da COX-2 apresentaram correlação com um pior prognóstico. Ainda neste 
estudo a positividade obtida para COX-2 foi bastante elevada, sendo de 100% nos tecidos 
mamários tumorais de cadela. Observou-se, portanto, um valor bastante superior ao descrito 
por Doré no seu estudo de 2003. Ambos os estudos apresentaram, no entanto, uma 
característica em comum, o facto de nenhum dos tecidos mamários normais demonstrar 
positividade para esta enzima (Doré et al., 2003; Millanta, Citi, Della Santa, Porciani & Poli, 
2006). 
Um outro estudo conduzido por Brunelle, em 2006, permitiu avaliar a expressão da COX-2 e 
a produção de prostaglandinas em culturas celulares obtidas a partir de glândulas mamárias 
normais e neoplásicas. Os resultados obtidos foram sobrexpressão da COX-2 nas células 
neoplásicas e baixa ou ausência de expressão nas células normais. Também no que diz 
respeito à produção de PGE2 os resultados foram similares, tendo as células neoplásicas 
uma expressão significativamente superior ao tecido normal (Brunelle, Sartin, Wolfe, Sirois & 
Doré, 2006). 
Com o objetivo de avaliar a expressão conjunta da COX-1 e COX-2 foram realizados dois 
estudos que compararam amostras de tecidos de mama normal e neoplásica. Nos dois 
trabalhos as conclusões foram similares, tendo sido observada expressão da COX-1 em 
100% da amostra, num dos estudos, e em 96% no outro. Nestes dois estudos, a expressão 
da COX-2, contrariamente ao sugerido nos trabalhos anteriores, foi identificada em muitas 
amostras de mama normal. Nos tecidos neoplásicos verificou-se ocorrer sobrexpressão da 
COX-2 num número elevado de tumores, atingindo, no ensaio conduzido por Queiroga, 




classificados como mais agressivos (Mohammed et al., 2004; Queiroga, Alves, Pires & 
Lopes, 2007). 
De modo a melhor averiguar as diferenças na expressão da COX-2 em tecido mamário 
normal, nos tumores benignos e malignos assim como nas metástases, foi levado a cabo 
um estudo, em 2009, no qual foi possível concluir que o padrão existente nos tecidos 
normais é predominantemente apical membranar, contrariamente ao que acontece nos 
tecidos neoplásicos e adjacentes, onde a expressão surge no citoplasma das células 
epiteliais (Dias Pereira et al., 2009). Neste estudo é sugerida a teoria de que a localização 
membranar estará associada a processos fisiológicos da glândula mamária, pois alguns dos 
fatores reguladores da fisiologia mamária são igualmente indutores da COX-2 (por exemplo: 
hormonas e o fator de crescimento epidérmico); já a internalização da COX-2 (localização 
citoplasmática difusa e perinuclear) estará ligada à oncogénese. A presença de expressão 
citoplasmática/nuclear em tecidos não neoplásicos adjacentes ao tumor, sugere que este 
padrão poderá ser um sinal precoce de transformação neoplásica (Dias Pereira et al., 2009). 
Para além do já referido estudo em que se verificou uma correlação significativa entre a 
sobrexpressão da COX-2 e do HER-2, foram já realizados outros trabalhos com objetivo de 
avaliar a importância da COX-2 no prognóstico de tumores mamários caninos e a sua 
associação com outros fatores. Dois estudos foram realizados com o objectivo de analisar a 
correlação da COX-2 com a angiogénese (Lavalle, Bertagnolli, Tavares & Cassali, 2009; 
Queiroga, Pires, Lobo & Lopes, 2010b). Para tal, foi avaliada a densidade de microvasos 
intratumorais (através da marcação do antigénio CD31) e, num dos estudos, foi também 
quantificada a expressão de VEGF. Os resultados obtidos concluíram existir uma correlação 
positiva entre os níveis de expressão da COX-2 com o CD31 e o VEGF. Foi ainda possível 
apurar, através dos dois estudos anteriores e de um outro estudo conduzido por Queiroga et 
al. (2010), que expressões elevadas da COX-2 estão relacionadas com tempos de recidiva e 
de sobrevivência menores, e ainda com a presença de metástases nos linfonodos ou à 
distância (Lavalle et al., 2009; Queiroga et al., 2010b; Queiroga, Pires, Parente, Gregório & 
Lopes, 2011b). 
Foi também desenvolvido um estudo para avaliar as diferenças de expressão da COX-2 em 
carcinomas inflamatórios comparativamente com outros carcinomas, verificando-se que os 
valores da COX-2 foram consideravelmente superiores nos carcinomas inflamatórios, o que 
poderá ser indicativo de que esta proteína tem um papel particularmente importante neste 
tipo tumoral. Nos carcinomas não inflamatórios com níveis elevados da COX-2, a sua 
expressão foi relacionada com ulceração cutânea, tumores de maiores dimensões e tempo 





III.9.4 - Inibidores da COX-2: uso preventivo e terapêutico 
 
Considerando todas as evidências do envolvimento da COX-2 na oncogénese, a inibição 
desta proteína representa um alvo farmacológico interessante, tanto na prevenção como no 
tratamento de tumores. 
Os anti-inflamatórios não esteróides (AINES) podem inibir seletivamente ou não a COX-2. 
Os AINES clássicos, tais como o ácido acetil salicílico e o sulindac, inibem tanto a COX-1 
como a COX-2, enquanto os inibidores seletivos (por exemplo: celecoxib e rofecoxib) inibem 
especificamente a COX-2, minimizando os efeitos gástricos colaterais decorrentes da 
inibição da COX-1 (Méric et al., 2006; Chen et al., 2008). 
Os primeiros ensaios clínicos com o objetivo de avaliar o efeito preventivo de cancro pela 
utilização de inibidores da COX-2 foram realizados no cancro colo-rectal humano e na 
polipose adenomatosa familiar (PAF). Numa porção dos pacientes portadores de PAF houve 
regressão dos pólipos colo-rectais após terapêutica com sulindac (Wadell & Loughry, 1983). 
Através de um estudo retrospetivo, verificou-se uma redução entre 40 a 50% no risco de 
desenvolvimento de cancro colo-rectal em pacientes utilizadores de AINES por um período 
de tempo prolongado (10-15 anos) (Thun, Namboodiri & Heath, 1991; Giovannucci et al., 
1994). Para além do cancro colo-rectal, existem outras evidências que revelam um papel 
preventivo dos AINES em outras neoplasias: gástrica, esofágica, mama, próstata e bexiga 
(Farrow et al., 1998; Norrish et al., 1998; Castelao, Yuan, Gago-Dominguez, Yu & Ross, 
2000; Harris, Beebe-Donk & Alshafie, 2006).  
Também o uso de AINES no tratamento de pacientes portadores de cancro demonstrou 
resultados positivos a nível paliativo, como o aumento da sobrevida e um melhor controlo da 
dor (Lundholm et al., 1994). Nos últimos anos, vários ensaios pré-clínicos e clínicos foram 
realizados de forma a avaliar a administração conjunta de AINES com outras terapias como 
a radioterapia, a quimioterapia e inibidores de outras proteínas como, por exemplo, o 
transtuzumabe (anticorpo inibidor do HER-2), tendo estas combinações demonstrado 
resultados animadores no atraso do crescimento tumoral e na diminuição da formação de 
metástases (Teicher et al., 1994; Mann et al., 2001; Altorki et al., 2002; Valsecchi, 
Pomeranzt, Jaslow &Testes, 2009). 
Em medicina veterinária existem também vários estudos que demonstram o benefício da 
utilização de AINES na prevenção e no tratamento de animais com cancro, efeitos 
demonstrados em modelos experimentais de neoplasias caninas, nomeadamente, 
meningiomas, carcinoma das células de transição da bexiga, carcinoma oral das células 
escamosas e pólipos rectais (Knottenbelt, Mellor, Nixon, Thompson & Argyle, 2006; 
Lascelles, 2007; Rossmeist Junior, Robertson, Zimmerman, Higgins & Geiger, 2009). 
Os inibidores da COX-2 mais estudados em medicina veterinária são o carprofeno, o 




um inibidor seletivo da COX-2, o seu efeito anti-neoplásico parece estar associado à inibição 
desta enzima (Lascelles, 2007; Souza, Toledo-Piza, Amorin, Barboza & Tobias, 2009). 
Na área das neoplasias mamárias caninas foram realizados, até ao momento, três estudos 
com o intuito de avaliar a ação destes fármacos. 
No primeiro trabalho, efectuado em 2009, pretendeu-se avaliar o efeito da terapêutica com 
piroxicam comparativamente ao uso de quimioterapia com ciclofosfamida e doxorrubicina, 
numa amostra de 12 cadelas com carcinoma mamário inflamatório, cuja expressão tumoral 
da COX-2 foi avaliada. Os resultados demonstraram aumento do tempo médio de 
sobrevivência nos animais tratados com piroxicam quando comparados com os tratados 
com quimioterapia tradicional, e ainda melhorias clinicas evidentes, nomeadamente: 
diminuição do eritema, da dor, do edema e melhoria da qualidade de vida e apetite (Souza 
et al., 2009). 
Mais recentemente, em 2012, foi realizado um estudo para avaliar os efeitos do piroxicam e 
do deracoxib em linhas celulares de tumores mamários caninos. Os efeitos visíveis destes 
dois inibidores foram a diminuição da proliferação celular, a indução da apoptose e o 
aumento do número de células em fase G0/G1. Contudo, é de salientar que os efeitos anti-
tumorais observados foram apenas visíveis em doses superiores às toleradas in vivo, daí 
que a extrapolação direta para a aplicação clinica não deva ser feita. No entanto, a 
aplicação intra-lesional ou tópica poderá ser uma opção a explorar já que, desta forma, a 
concentração dos fármacos no tumor será significativamente aumentada. Foi também 
observado que a combinação dos dois AINES aumentou significativamente os efeitos 
citotóxicos, comparativamente ao uso isolado dos inibidores da COX-2 (Alkan et al., 2012). 
O terceiro estudo, também realizado em 2012, teve como objectivo avaliar as respostas ao 
tratamento pós-cirúrgico isolado com carboplatina ou em conjunto com inibidores da COX-2 
(piroxicam e previcox), em carcinomas mamários de estadio clínico avançado (T3N1-2M0-1), 
após análise da expressão da COX-2. Neste estudo, os resultados demonstraram um 
aumento do período de sobrevivência nos animais tratados com carboplatina, 
independentemente da sua associação com inibidores da COX-2. É de salientar, no entanto, 
que neste ensaio clinico nenhum dos animais foi submetido a administração de inibidores 
isoladamente, ao contrário do estudo realizado em 2009. 
Atualmente os investigadores acreditam e defendem que os inibidores da COX-2 poderão vir 
a ser um importante adjuvante terapêutico, em particular, nos tumores que apresentam 
níveis de expressão elevados desta enzima, sendo o uso do firocoxib aparentemente mais 
seguro, não demonstrando efeitos secundários graves, ao contrário do piroxicam que pode 







Capitulo IV – Trabalho experimental 
 
IV.1 – Objetivos 
 
 Avaliar a expressão da COX-2 numa amostra de 21 tumores mamários de cadela, 
através da técnica de imunohistoquímica, utilizando para o efeito dois anticorpos 
anti-COX-2 (Clone 33, BD Pharmingen Erembodegem, Bélgica; Clone SP21, Biocare 
Medical, Concord, EUA). 
 
 Correlacionar os resultados da imunohistoquímica relativos à expressão da COX-2 
com as seguintes características associadas à neoplasia: aspetos clinico-patológicos 
(raça, idade, mama afetada, tamanho e número de lesões, presença de ulceração, 
necrose, calcificação e presença de metástases nos linfonodos); classificação 
histopatológica e grau de malignidade. 
 
 Avaliar a associação entre expressão da COX-2 com o tempo de sobrevivência pós-
cirúrgica. 
 
 Comparar os níveis de expressão e do padrão de distribuição da COX-2 obtidos com 
cada um dos anticorpos utilizados e suas possíveis implicações em termos de 
prognóstico e terapêutica. 
 
 Aferir os protocolos de imunohistoquímica que revelem melhores resultados na 
deteção da COX-2, de modo a contribuir para a uniformização da técnica, uma vez 
que os resultados têm vindo a revelar-se muito díspares nos diversos laboratórios 















IV.2 - Material e Métodos 
 
IV.2.1 - Recolha de material 
 
Para a realização deste trabalho foram selecionados tumores mamários de cadela, 
provenientes do arquivo do Laboratório de Anatomia Patológica da FMV-ULisboa. Os 
tumores utilizados foram recebidos no Laboratório durante o ano de 2012, obtidos a partir de 
cirurgias realizadas no Hospital Escolar da FMV-ULisboa, tendo todas as neoplasias sido 
fixadas em formol tamponado a 10% por um período não superior a 72h. Procurou-se ainda 
selecionar tumores de diferentes tipos para que a amostra, no seu conjunto, fosse 
representativa da tipologia de tumores de mama na cadela.  
Uma vez selecionados os tumores mamários que reuniam as condições requeridas, 
procedeu-se à observação dos respetivos cortes histológicos corados pela hematoxilina e 
eosina. Nesta fase foi efetuada uma segunda seleção, onde os tumores nos quais se 
observou extensas áreas de necrose ou evidência de má preservação após a cirurgia foram 
excluídos, resultando numa amostra final de 21 tumores (62 % malignos e 38 % benignos) 
provenientes de 12 animais. 
Ainda no decorrer da observação histológica, procedeu-se à marcação da zona do tumor 
com melhores características para avaliação imunohistoquímica da expressão da COX-2, 
sendo o critério de seleção as zonas mais representativas do tipo de tumor em estudo, com 
maior concentração de células tumorais. 
Através da consulta das fichas clínicas e das requisições de análise de cada animal, foram 
recolhidas as informações relevantes disponíveis, nomeadamente: a raça, a idade, o 
tamanho da lesão, mama(s) afetadas(s), número de lesões, presença de ulceração, 
presença de necrose, presença de calcificação e invasão dos linfonodos regionais. 
 
IV.2.2 - Avaliação histopatológica 
 
O diagnóstico histopatológico foi realizado por uma patologista (Professora Doutora 
Conceição Peleteiro) de acordo com a classificação histológica de tumores mamários 
caninos, atualizada recentemente (Goldschmidt et al, 2011). 
Para a atribuição do grau histológico de malignidade foram avaliados fundamentalmente três 
parâmetros: a percentagem do tumor com organização tubular, o pleomorfismo nuclear e o 





IV.2.3 Estudo imunohistoquímico 
 
Para a realização do estudo imunohistoquímico, procedeu-se à marcação da área 
selecionada nos blocos de parafina dos locais correspondentes aos já marcados nos 
respetivos cortes corados pela hematoxilina e eosina, tendo sido utilizado para o efeito um 
biótomo de 6mm (Figura 2). Seguidamente realizaram-se os cortes no micrótomo (Leica RM 
2135, Nusslock, Alemanha) com a espessura de γμm, tendo em cada um dos cortes sido 
efetuado o destacamento da área circular marcada pelo biótomo para, deste modo, apenas 
estas áreas serem colhidas nas lâminas, estas últimas revestidas com carga positiva 
(SuperFrostTM Ultra Plus Adhesion Slides, Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham 
Massachusetts). Após a recolha dos cortes nas lâminas, procedeu-se à colocação das 
mesmas na estufa a 64 ºC durante 1 hora e, seguidamente, numa outra estufa a 37ºC 









IV.2.3.1 Procedimento adotado 
 
A técnica de imunohistoquímica foi realizada seguindo o protocolo utilizado no Laboratório 
de Anatomia Patológica da FMV-ULisboa (Tabela 5), através do método do polímero 
indireto, utilizando o kit Novocastra™ Novolink™ Max Polymer Detection System (Leica 
Biosystems). Com o objetivo de averiguar qual a melhor técnica de recuperação antigénica, 
a melhor diluição de uso para os anticorpos primários, e respetivos tempos de incubação a 
serem utilizados com os clones selecionados, foram revistos os protocolos publicados na 
literatura, assim como foram avaliados os resultados obtidos, tendo sido selecionados os 
protocolos descritos na Tabela 6. 
No caso da classificação histológica de um dos tumores pouco diferenciados foi necessário 
recorrer a imunohistoquímica de marcadores específicos, de modo a identificar o tipo 
histológico correto. Para o efeito foram utilizados um anticorpo anti-vimentina (Clone V9, 
M0725, Dako A/S, Glostrup, Dinamarca) e um anticorpo anti-pancitoqueratinas AE1/AE3 




(Clone AE1/AE3, M3515, Dako). A vimentina é um marcador de células mesenquimatosas, 
incluindo as mioepiteliais e o segundo é um marcador de células epiteliais. Para a realização 
destas imunomarcações foi igualmente utilizado o Kit de deteção referido anteriormente e 
seguido o protocolo descrito na Tabela 5. 
 
Tabela 5 - Protocolo de imunohistoquímica utilizado no Laboratório de Anatomia Patológica 
da FMV-ULisboa. 
 
1) Desparafinar até banho em água destilada: 
 Colocar as lâminas em xilol – 10min (±1min). 
 Colocar novamente as lâminas em xilol – 5min (±1min). 
 Desperdiçar o excesso de líquido e colocar lâminas em etanol a 100% - 6min (±1min). 
 Desperdiçar o excesso de líquido e colocar lâminas em etanol a 95% - 6min (±1min). 
 Colocar as lâminas em etanol a 70% - 6min (±1min). 
 Desperdiçar o excesso de líquido e colocar lâminas em água desionizada ou destilada durante 
5min. 
 
2) Recuperação antigénica (variável de acordo com o anticorpo utilizado) 
 
3) Lavagem com PBS – 2 X 5min e marcação com caneta hidrofóbica 
 
4) Bloqueio de proteínas – 5min *  
 
5) Lavagem com PBS – 2 X 5min 
 
6) Incubação com o AC primário (variável de acordo com o anticorpo utilizado) 
 
7) Lavagem com PBS – 2 X 5min 
 
8) Inibição da peroxidase endógena – 30min *  
 
9) Lavagem com PBS – 2 X 5min 
 
10) Incubação com bloqueio pós-primário – 30min *  
 
11) Lavagem com PBS – 2 X 5min 
 
12) Incubação com o polímero – 30min * 
 
13) Lavagem com PBS – 2 X 5min 
 
14) Incubação com diaminobenzidina – 8min * 
 
15) Lavagem com água corrente  
 
16) Corar com hematoxilina de Mayer * 
 
17) Lavagem com água corrente 
 
18) Desidratação (passos inversos aos descritos no primeiro ponto) e montagem** 
 
* Novocastra™ Novolink™ Max Polymer Detection System ( Leica Biosystems) 





















Tampão citrato pH6*, 
Microondas, 700 W, 15 min 
 
 








Tampão citrato pH6*, 
Panela de pressão, 2.5 min 
* Novocastra Leica Epitope Retrievel Solution, x10 concentrate 
 
Como controlo positivo foi usada uma amostra de útero de cadela com piómetra (Brito, 
2011). Nos cortes de útero utilizados como controlo negativo, foi feita a substituição do 
anticorpo primário por PBS (tampão fosfato salino, com pH entre 7,2 e 7,4). 
 
IV.2.3.2 - Avaliação imunohistoquímica de expressão da COX-2 
 
A marcação por imunohistoquímica foi considerada positiva quando se observou coloração 
castanho escuro correspondendo à formação de polímeros de DAB pela atuação da 
peroxidase sobre o substrato. Para a avaliação da expressão da COX-2 foram considerados 
dois parâmetros a saber: a percentagem de células positivas no tecido tumoral (semi-
quantitativa) e a intensidade da marcação (tabelas 7 e 8). 
A percentagem de células positivas foi estimada após observação microscópica das 
lâminas. Nos casos em que a observação não foi conclusiva, foi realizada a contagem de 














Tabela 7 - Sistema adotado para quantificação de positividade de COX-2 nos tumores 
mamários. 
% de células neoplásicas 
positivas para COX-2 
 
Escalão 















Tendo em conta as tabelas apresentadas acima, foi atribuída uma pontuação a cada 
neoplasia, resultante da soma do escalão de percentagem de células positivas para COX-2 
com a gradação de intensidade, variando esta pontuação de 1 a 8. 
 
 
IV.2.3.3 – Análise estatística 
 
A análise estatística da amostra estudada foi efetuada recorrendo aos programas Microsoft 
Excel® e SPSS® versão 18 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corporation, 
Chicago, EUA), versão 18. De modo a avaliar as possíveis associações entre a expressão 
da COX-2 com as restantes variáveis, foi utilizado o teste de Fisher para variáveis 
qualitativas e o teste de Kruskal Wallis para variáveis quantitativas, sendo os valores obtidos 





Intensidade de marcação Gradação 
Discreto + (1) 
Moderado ++ (2) 
Intenso +++ (3) 




Capítulo V - Resultados  
 
V.1 – Variáveis clinico-patológicas 
 
V.1.1 Idade, raça e estatuto reprodutivo 
 
No que diz respeito à distribuição da idade das cadelas na amostra em estudo, constata-se 
que esta variava entre 4 e 12 anos, situando-se a média nos 9,38 ± 2,1 (Gráfico 1).  
Relativamente à raça observa-se que 33,3% da amostra corresponde a animais sem raça 
definida, e os restantes 66,7% se distribuem por diferentes raças bastante dispares no que 
se refere ao peso como o Chihuahua e o Serra da Estrela (Gráfico 2). 
 Em relação ao estatuto reprodutivo constata-se que apenas um dos animais tinha sido 





















Gráfico 1 - Distribuição da amostra de acordo com a idade 















V.1.2 – Características associadas ao tumor 
 
De entre os tipos histológicos presentes na amostra, salientam-se os carcinomas tubulares 
e/ou papilíferos como o grupo com maior peso no total da amostra, representando 42,8 % 
desta (Tabela 9). Ainda dentro dos tumores malignos, a amostra também apresentava: um 
carcinoma anaplásico, um carcinoma sólido comedónico, um carcinoma de tipo misto e um 
mioepitelioma maligno (Figuras 3 e 4). A classificação histológica deste último tumor foi 
realizada após recurso à imunohistoquímica, pela utilização de anticorpos para marcadores 
específicos, nomeadamente, a vimentina e as citoqueratinas. Os resultados obtidos 
revelaram marcação de forte intensidade com o anticorpo anti-vimentina, em praticamente 
100% das células tumorais. Já a marcação com os anticorpos anti- citoqueratinas mostrou-
se de intensidade moderada estando no entanto presente em apenas 40% das células 
tumorais (Figura 5). A marcação positiva com os dois anticorpos permite-nos classificar o 
tumor como um mioepitelioma. 
No que diz respeito aos tumores benignos destaca-se a presença dos adenomas tubulares e 
túbulo-papilíferos, estando ainda presentes dois tumores mistos benignos e um 
fibroadenoma (Tabela 9). 
Relativamente à localização anatómica das mamas afetadas com tumores foi possível 
verificar que houve uma grande diversidade na localização, existindo lesões em todas as 
mamas com exceção das torácicas esquerdas (Tabela 9). O número total de mamas 
afetadas/lesões neoplásicas apresentadas pelas 12 cadelas da amostra foi de 26. Contudo, 
apenas 21 destas neoplasias foram selecionadas para o estudo, como já referido 
anteriormente. A maioria dos animais apresentavam 1 ou 2 lesões, dois animais mostravam 
3 lesões e outros dois 4 massas simultaneamente (Tabela 9).Em relação ao tamanho dos 
tumores, 71,4% destes foram incluídos na categoria T1 (< 3cm), sendo portanto esta a 





predominante, ainda que 3 dos tumores tenham sido classificados como T3 (>5cm) (Tabela 
9). A presença de ulceração, calcificação e necrose foram achados pouco frequentes na 
amostra, como é possível observar na Tabela 9. 
O grau de malignidade predominante foi o grau I (46,2% dos tumores malignos), seguido do 
grau II (38,5% da amostra), e do grau III em apenas 2 tumores (15,4%) (Tabela 9). A 
presença de metástases nos linfonodos foi também pouco diagnosticada, afectando apenas 
2 animais, sendo que num deles foi possível ter acesso à análise histopatológica dos ovários 
também estes com presença de metástases (Figura 6). 
 
Tabela 9 - Características tumorais da amostra (frequências absolutas e relativas). 
Variável  n % 
Diagnóstico histológico (n= 21) 
Carcinoma tubular 3 14,3 
Carcinoma papilífero 3 14,3 
Carcinoma túbulo - papilífero 3 14,3 
Carcinoma anaplásico 1 4,8 
Carcinoma tipo misto 1 4,8 
Mioepitelioma maligno 1 4,8 
Carcinoma sólido comedónico 1 4,8 
Adenoma tubular 3 14,3 
Adenoma túbulo- papilífero 2 9,5 
Tumor misto benigno 2 9,5 
Fibroadenoma 1 4,8 
Mama(s) afetada(s)  (n=26) 
D1 1 3,9 
D2 2 7,7 
D3 4 15,4 
D4 5 19,2 
D5 4 15,4 
E1 _ _ 
E2 _ _ 
E3 2 7,7 
E4 3 11,5 
E5 





Número de lesões presentes no mesmo animal (n=12) 
1 4 33,3 
2 4 33,3 
3 2 16,7 




Tamanho do tumor (n=21) 
T1 (<3cm) 15 71,4 
T2 (3-5cm) 3 14.3 
T3 (>5cm) 3 14,3 
Necrose (n=21) 
Presente  1 4,8 
Ausente 20 95,2 
Ulceração (n=21) 
Presente 1 4,8 
Ausente 20 95,2 
Calcificação (n=21) 
Presente 3 14,3 
Ausente 18 85,7 
Grau de malignidade (n=13) 
Grau I 6 46,2 
Grau II 5 38,5 
Grau III 2 15,4 
Presença de metástases nos linfonodos regionais (n=13) 
Presente 2 15,4 




















Figura 3 - (A) Carcinoma túbulo-papílifero (H&E, x100); (B) Carcinoma anaplásico (H&E,x100). 
A B 









































Figura 4 – (A) Carcinoma sólido comedónico (H&E, 40x); (B) Mioepitelioma maligno (H&E, 100x). 
 
A B 
Figura 5 - Marcação imunohistoquímica obtida com os anticorpos anti-vimentina e anti-citoqueratina utilizados 




(A) Marcação positiva das células mesenquimatosas da lâmina própria do intestino de cão, controlo positivo do 
anticorpo anti-vimentina, coloração com hematoxilina de Mayer (100x); (B) Mioepitelioma maligno, marcação 
com anticorpo anti-vimentina, demonstrando intensa marcação, em aproximadamente 100% das células 
tumorais, coloração com hematoxilina de Mayer (100x); (C) Marcação positiva das células epiteliais do intestino 
de cão, controlo positivo do anticorpo anti-citoqueratina AE1/AE3, coloração com hematoxilina de Mayer (100x); 
(D) Mioepitelioma maligno, marcação com anticorpo anti-citoqueratina AE1/AE3, demonstrando marcação de 
















V.2 Avaliação da expressão da COX-2 nos tumores mamários caninos da 
amostra 
 
Na amostra em estudo foi observada expressão da COX-2 a nível citoplasmático num 
padrão difuso e/ou perinuclear, assim como na membrana citoplasmática das células 
epiteliais e mioepiteliais. Para além destas células foi também observada positividade em 
alguns fibroblastos do estroma. A expressão mostrou ter uma forma focal ou difusa, 
consoante os casos e anticorpo utilizado. O padrão de marcação e a percentagem de 
positividade mostrou ser díspar nos dois anticorpos utilizados, como descrito em seguida.  
 
 
V.2.1 – Clone 33 
 
A marcação obtida com o anticorpo clone 33 foi de tipo citoplasmático difuso e perinuclear, 
apresentando-se, na maioria das neoplasias, com um padrão focal no tecido tumoral (Figura 
7), à exceção de alguns tumores em que este padrão foi difuso (Figuras 8 e 9).  
Com este anticorpo foi observada expressão da COX-2 nas células do estroma, em 38% 
das neoplasias (Figura 10). A intensidade de marcação foi geralmente elevada, com alguns 






Figura 6 - Metástases em linfonodo e ovário 
(A) Linfonodo de cadela portadora de carcinoma anaplásico, evidenciando infiltração de tecido tumoral 
em cima à esquerda (H&E, 100x); (B) Ovário de cadela portadora de carcinoma sólido comedónico 









































Figura 9 - Mioepitelioma maligno de grau III 
Figura 8 - Carcinoma anaplásico de grau III 
Figura 7 - Carcinoma tubular de grau I. 
Focos de células tumorais com 
marcação citoplasmática difusa e 
perinuclear intensa, pontuação 3 
(Clone 33, hematoxilina de Mayer, 
200x). 
com marcação citoplasmática difusa e 
perinuclear muito intensa das células 
tumorais, pontuação 6 (Clone 33, 
hematoxilina de Mayer, 200x). 
com marcação perinuclear muito 
intensa das células tumorais, 
pontuação 5 (Clone 33, hematoxilina 

















V.2.2 – Clone SP21 
 
Relativamente à imunomarcação obtida com o clone SP21, esta mostrou-se bastante 
diferente da observada com o clone 33. Identificou-se um padrão comum a praticamente, 
todas as neoplasias, e em particular nas mais diferenciadas, limitado à membrana 
citoplasmática das células epiteliais mamárias, apresentando nalguns casos uma 
distribuição mais irregular, alternando a marcação exclusiva apical com a marcação da 
totalidade da membrana (Figura 14 B). Em zonas não neoplásicas presentes em alguns 
tumores, foi possível observar que o padrão é igualmente membranar e, exclusivamente, 
apical (Figura 11). 
Para além deste padrão observou-se uma marcação citoplasmática difusa e perinuclear em 
algumas amostras tumorais (Figuras 12 e 13). 
Comparando as mesmas áreas marcadas pelos dois anticorpos é possível observar uma 
diferença evidente com ausência de marcação com o clone 33 e marcação membranar com 
o clone SP21 na mesma área (Figura 14). A intensidade de marcação manteve-se idêntica 
nos dois anticorpos. Verificou-se igualmente com o clone SP21 marcação positiva em 







Figura 10 - Carcinoma papilífero de grau II 
com marcação positiva para COX-2 em 
algumas células do estroma, pontuação 








































Figura 13 - Carcinoma anaplásico de grau III 
Figura 12 - Carcinoma papilífero de grau III 
Figura 11 - Glândula mamária não neoplásica 
com presença de marcação apical 
membranar intensa, pontuação 7 (Clone 
SP21, hematoxilina de Mayer, 200x). 
com marcação membranar e 
citoplasmática, muito intensa, pontuação 8 
(Clone SP21, hematoxilina de Mayer, 
200x). 
com marcação citoplasmática difusa e 
perinuclear muito intensa, pontuação 8 
















V.2.3 – Pontuação atribuída a cada neoplasia e respectivo padrão predominante – 
análise comparativa entre os dos anticorpos utilizados 
 
Através da análise da tabela 10 foi possível concluir que a percentagem de marcação 
imunohistoquímica com o clone 33 foi para a grande maioria dos tumores (85,7%), 
classificada no escalão 0 (<10% de células positivas). Apenas dois tumores (9,5%) foram 
classificados como sendo de escalão 1 (10-25% de células positivas) e um tumor (4,8%) 
com o de escalão 2 (26-50% de células positivas). 
Já a percentagem de células com marcação para COX-2 obtida com o clone SP21 foi 
bastante superior, pertencendo todos os tumores ao escalão 4 (76-100% de células 
positivas), à exceção de um único classificado como de escalão 1. 
No que toca à intensidade de marcação esta manteve-se semelhante nos dois anticorpos 
utilizados, revelando-se muito intensa (++++) em 14,3% dos tumores, intensa (+++) em 81% 
dos tumores e discreta (+) em apenas 4,8% da amostra. 
Como já foi referido, o padrão de marcação obtido com o clone 33 foi maioritariamente de 
tipo perinuclear, com as células positivas dispostas em focos distribuídos pelo tecido 
tumoral. No entanto, dois tumores (um carcinoma anaplásico e um mioepitelioma maligno) 
mostraram marcação citoplasmática difusa e perinuclear na maioria das células tumorais. 
Com o clone SP21, a marcação foi membranar mantendo-se, no entanto, a marcação 
citoplasmática difusa e perinuclear generalizada, observada com o clone 33, sobretudo nos 
dois tumores atrás mencionados. 
 
 
Figura 14 - Diferença de marcação obtida com os dois clones utilizados 
(A) Carcinoma papilífero de grau II (Clone 33, hematoxilina de Mayer, 200x); (B) Carcinoma papilífero de 





Legenda: PF- focos de marcação perinuclear em células tumorais; PCF – focos de marcação  citoplasmática difusa 
e perinuclear em células tumorais; PCG – marcação citoplasmática difusa e perinuclear generalizada; MG – 
marcação membranar generalizada. 
 

























































































































































































































































































































































































































V.3 – Associação estatística da sobrexpressão da COX-2 com variáveis clinico-
patológicas 
 
Após a atribuição da respetiva pontuação a cada tumor, tendo em atenção cada clone 
utilizado, procedeu-se à avaliação das possíveis associações estatísticas com as varáveis 
clínico patológicas estudadas, sendo os resultados apresentados na tabela 11. 
 




Pontuação Clone 33 p Pontuação clone 
SP21 
p 
1 3 5 6  2 7 8  
Idade     
4 0 1 0 0  
 
0,381 
0 1 0  
 
0,333 
6 0 1 0 0 0 1 0 
8 0 6 0 0 0 6 0 
9 0 0 1 0 0 0 1 
10 0 7 0 0 0 7 0 
12 1 2 1 1 1 2 2 
Raça 








Chihuaha 0 2 0 0 0 2 0 
Labrador 1 1 0 0 1 0 1 
Serra da Estrela 0 3 1 0 0 3 1 
Samoiedo 0 0 1 0 0 1 0 
Lulu da pomerânia 0 3 0 0 0 3 0 
Sem raça definida 0 6 0 1 0 6 1 
Tipo histológico 












Carcinoma papilífero 0 2 1 0 0 2 1 
Carcinoma túbulo-papilífero 0 3 0 0 0 3 0 
Carcinoma anaplásico 0 0 0 1 0 0 1 
Carcinoma tipo misto 0 1 0 0 0 1 0 
Mioepitelioma maligno 0 0 1 0 0 0 1 
Carcinoma sólido comedónico 1 0 0 0 1 0 0 
Adenoma tubular 0 3 0 0 0 3 0 
Adenoma túbulo- papilífero 0 2 0 0 0 2 0 
Tumor misto benigno 0 2 0 0 0 2 0 
Fibroadenoma 0 1 0 0 0 1 0 
Tamanho tumoral          
T1 < 3cm 0 14 1 0  
0,008 
0 14 1  
0,008 T2 3-5cm 0 3 0 0 0 3 0 
T3 > 5cm 1 0 1 1 1 0 2 
Grau de malignidade 
Grau I 1 6 0 0  
0.028 
0 6 0  
0,028 Grau II 0 3 1 0 1 3 1 
Grau III 0 0 1 1 0 0 2 
Mama afetada 
D1 0 1 0 0  
 
0 1 0  




D3 0 1 1 0  
 
0,314 
0 1 1  
 
0,184 
D4 0 4 0 0 0 4 0 
D5 0 3 0 0 0 3 0 
E3 0 2 0 0 0 2 0 
E4 0 2 1 1 0 2 2 
E5 1 0 0 1 1 0 1 
Número de lesões 
1 1 0 0 0  
0,489 
1 1 2  
0,500 2 1 10 4 2 0 10 0 
3 2 0 0 0 0 4 0 
4 0 0 0 1 0 2 1 
Necrose 
Presente 0 0 1 0 0,190 0 0 1 0,190 
Ausente 1 17 1 1 1 17 2 
Calcificação 
Presente 0 2 1 0 0,489 0 2 1 0,489 
Ausente 1 15 1 1 1 15 2 
Ulceração 
Presente 0 0 1 0 0,190 0 0 1 0,190 
Ausente 1 17 1 1 1 17 2 
Metástases nos linfonodos 
Presente 1 2 0 1 0,152 1 2 1 0,471 
Ausente 0 7 2 0 0 7 2 
Esterilização 
Sim 0 1 0 0 1,000 0 1 0 1,000 
Não 1 16 2 1 1 16 3 
 
Ao analisar os resultados presentes na tabela 11 podemos verificar que existe uma 
associação estatisticamente significativa entre a pontuação da COX-2 e: o tipo histológico 
(clone 33, p=0,040), o tamanho tumoral (clone 33 e clone SP21, p= 0,008) e o grau de 
malignidade (clone 33 e clone SP21, p=0,028). 
Relativamente ao tipo histológico e à sua associação com a pontuação obtida com o clone 
33, observa-se que as pontuações mais elevadas foram obtidas em três tumores: um 
carcinoma papilífero, um carcinoma anaplásico e um mioepitelioma maligno (p=0,040). 
Contudo, uma vez que os dois tipos histológicos com maior pontuação apenas estão 
representados por um exemplar, poderá questionar-se se esta associação será 
verdadeiramente significativa. 
Quanto ao tamanho do tumor, é possível observar que dois dos três tumores com tamanho 
superior a 5 cm, apresentaram as pontuações mais elevadas para a imunomarcação da 
COX-2 (p=0,008). Também em relação ao grau de malignidade se observa que os dois 
tumores de grau III e um de grau II, apresentam as pontuações mais elevadas (p=0,028). 
Não se observaram associações significativas com nenhuma das restantes variáveis clínico-








V.4 – Pontuação da COX-2 e tempo de sobrevivência 
 
De acordo com os contactos que foram possíveis estabelecer com os proprietários dos 
animais, confirmou-se a morte de uma das cadelas envolvidas no estudo (portadora de 
carcinoma sólido comedónico) um mês após a cirurgia. Relativamente aos restantes 
animais, oito encontram-se vivos e sem complicações decorrentes do(s) tumore(s) 
mamários retirados cirurgicamente em 2012 (Tabela 12).  
Não foi no entanto, possível contactar os proprietários de três animais, dois dos quais 
apresentaram tumores com pontuações da marcação para COX-2 bastante elevadas, pelo 
que seria relevante conhecer a sua condição clínica atual. Por esta razão, não foi possível 
avaliar a associação da pontuação para a COX-2 obtida e o período de sobrevivência. 
 
Tabela 12 - Pontuações obtidas para a COX-2 nas neoplasias em estudo e respetiva 




Número de lesões 
Pontuação  
Último contacto 




Clone 33 Clone SP21 




3 7  
527 
 
Viva 3 7 





3 7  
519 
 
Viva 3 7 





3 7  
523 
 
Viva 3 7 






6 8  
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3 7  
_ 
 
Desconhecido 3 7 
3 7 
9 1 5 8 _ Desconhecido 





3 7  
248 
 
Viva 3 7 
3 7 




Capítulo VI – Discussão 
 
 
Na amostra em estudo a média da idade dos animais foi de 9,38±2,1 anos, valor de acordo 
com o descrito na literatura (MacEwen et al., 1989; Pérez-Alenza, 2000; Misdorp, 2002; 
Lana, Rutteman & Withrow 2007). Relativamente às mamas afetadas, verificou-se que as 
glândulas mamárias abdominais e inguinais foram as mais atingidas, o que está de acordo 
com o descrito em trabalhos anteriores (Peleteiro, 1994; Misdorp, 2002). O estatuto 
reprodutivo demonstrou a sua elevada importância no desenvolvimento dos tumores 
mamários, sendo que apenas um dos animais tinha realizado uma ovariohisterectomia no 
período anterior ao diagnóstico de tumor mamário. 
Nos diversos estudos onde a deteção da COX-2 foi efetuada em tumores mamários caninos, 
verifica-se que a percentagem de tumores positivos é bastante variável, havendo autores 
que referem percentagens de positividade na ordem dos 7,1% a 24% para tumores 
benignos e de 56% a 76,2% para tumores malignos (Doré et al., 2003; Mohammed et al., 
2004; Heller et al., 2005; Queiroga et al., 2011b); outros obtiveram marcações positivas 
muito próximas dos 100% ou mesmo na totalidade dos casos estudados (Milanta et al., 
2006; Millanta et al., 2006; Queiroga et al., 2007; Dias Pereira et al., 2009). No presente 
trabalho verificou-se que 100% da amostra mostrou expressão para a COX-2, ainda que em 
diferentes percentagens, intensidades e padrões. 
A associação da expressão de COX-2 com o tipo histológico e, em particular com a 
sobrexpressão em tumores menos diferenciados, foi já evidenciada em alguns trabalhos 
anteriores (Heller et al., 2005; Millanta et al., 2006; Queiroga et al., 2007). Também no nosso 
estudo, se verificou a associação entre a expressão desta proteína e determinados tipos 
histológicos. No entanto, estatisticamente, esta associação não pode ser considerada válida, 
visto que vários tipos tumorais e, em particular os com maior expressão da COX-2, se 
encontram representados por apenas um caso. É possível concluir que na amostra 
analisada, a percentagem de expressão da COX-2 é mais elevada e mais intensa nos tipos 
histológicos mais indiferenciados, em particular, no carcinoma anaplásico e no 
mioepitelioma maligno. Verificou-se, no entanto, a exceção do carcinoma sólido 
comedónico, que apesar de ser bastante indiferenciado e agressivo, a expressão e a 
intensidade da COX-2 foram bastante baixas. Nos quatro estudos onde este tipo tumoral 
consta nas amostras analisadas, os resultados obtidos mostraram-se díspares; no estudo de 
Heller e seus colegas (2005), os dois carcinomas sólidos analisados não apresentaram 
qualquer marcação para COX-2, enquanto nos estudos de Queiroga e de Dias Pereira todas 
as amostras de carcinoma sólido apresentaram positividade para esta proteína (Queiroga et 




ao comportamento biológico deste tipo histológico, sendo necessário mais estudos com 
maior número de casos de forma a melhor avaliar estas diferenças (Heller et al., 2005). 
O tamanho tumoral revelou uma associação significativa com o nível de expressão da COX-
2, de entre os tumores estudados, apenas três possuíam tamanho superior a 5 cm, em 
particular, um carcinoma anaplásico com 15 cm, um mioepitelioma maligno com 13 cm e um 
carcinoma sólido comedónico com 10 cm. Como já foi referido anteriormente, os dois 
primeiros tumores obtiveram as pontuações mais altas para a COX-2, reforçando a 
associação entre o tamanho tumoral e a expressão desta enzima, indo de encontro aos 
resultados anteriormente publicados (Queiroga et al., 2005b). 
Foi também encontrada uma associação entre a expressão da COX-2 com o grau de 
malignidade, visto as duas neoplasias classificadas como grau III (correspondentes a um 
carcinoma anaplásico e um mioepitelioma maligno), apresentarem as pontuações mais 
altas, tendo esta associação também sido verificada no trabalho de Millanta e seus colegas 
(Millanta et al., 2006). 
É importante referir que apenas os tumores com tamanho superior a 5cm e com grau de 
malignidade II ou III, obtiveram pontuações superiores a 3 (com o clone 33), ou a 7 (clone 
SP21), verificando-se uma diferença de expressão notória nos restantes tumores com 
tamanhos e graus inferiores. 
Relativamente às restantes variáveis, não foi verificada nenhuma associação 
estatisticamente significativa sendo, no entanto, de referir que devido ao tamanho reduzido 
da amostra, o resultado estatístico pode não revelar a verdadeira tendência da população 
alvo. 
É de salientar que os tumores que apresentavam necrose, calcificação ou ulceração, 
corresponderam aos mencionados como tendo as pontuações mais elevadas, estando 
inclusivamente já referida a associação da ulceração tumoral com elevados níveis de 
expressão da COX-2 (Queiroga et al., 2005b). 
A presença de metástases nos linfonodos também já foi anteriormente, associada com a 
sobrexpressão da COX-2 (Queiroga et al., 2010; Queiroga et al., 2011). Todavia, no 
presente estudo esta associação não se verificou, o que se poderá dever-se ao reduzido 
número de casos. De futuro será necessário alargar a amostra de modo a melhor avaliar a 
associação dos diferentes tipos de tumores com a COX-2 e a presença de metástases 
tumorais. 
A forte associação entre a enzima em estudo, o tempo de recidiva e o período de 
sobrevivência pós-cirúrgico, foi reportada em vários trabalhos (Queiroga et al., 2005b; 
Queiroga et al., 2010; Queiroga et al., 2011). Porém, no presente estudo não foi possível 
identificar esta associação, devido à falta de informação sobre a atual situação clínica de 
alguns dos animais, em particular, das cadelas portadoras de carcinoma anaplásico e de 




mau, com tempos de sobrevivência pós-cirúrgica, em média, de cerca de 2,5 meses 
(Philibert et al., 2003), e que a perda de diferenciação é igualmente um fator de mau 
prognóstico (Moore et al., 2006). Considerando estes fatores, será muito possível que estas 
duas cadelas já não estejam vivas.  
O único animal cuja morte foi confirmada, corresponde a uma cadela com carcinoma sólido 
comedónico que, apesar do baixo nível de expressão para COX-2, é um tumor de um tipo 
histológico indiferenciado e com mau prognóstico. 
Como já foi mencionado, observam-se células do estroma positivas para COX-2 em alguns 
dos tumores analisados, em particular, nos tumores mistos benignos e em alguns 
carcinomas tubulares e/ou papíliferos, estando esta observação de acordo com estudos 
anteriores (Queiroga et al., 2007; Lavalle et al., 2009; Queiroga et al., 2011b). Na mulher 
existem estudos que associam a expressão da COX-2 nos fibroblastos, com uma 
progressão tumoral rápida, em particular, do carcinoma in situ para o carcinoma invasivo, 
assim como o favorecimento do crescimento neoplásico através do aumento de secreção da 
IL-6 (Hu et al., 2008; Rudnick et al., 2011). Apesar de na cadela não existirem estudos 
similares, é de salientar que já foram encontradas evidências de que a presença de 
fibroblastos positivos para COX-2 no microambiente das células tumorais, está relacionada 
com a promoção da angiogénese, adesão e transição epitélio-mesenquimal (Król et al., 
2012). Poder-se-á, então, considerar a hipótese de que parte das alterações induzidas pela 
presença de fibroblastos no tecido tumoral sejam devido à COX-2 expressa nestas células. 
No entanto, serão necessários mais estudos de forma a confirmar esta hipótese.  
Tal como exposto na tabela 10, os padrões de marcação obtidos foram diferentes para os 
dois anticorpos testados. Relativamente ao clone 33, o tipo de expressão observado a nível 
citoplasmático difuso e perinuclear, vai ao encontro do descrito em trabalhos anteriormente 
publicados também em neoplasias mamárias caninas (Queiroga et al., 2007; Queiroga et al., 
2010; Queiroga et al., 2011b). 
O padrão predominantemente membranar observado com o clone SP21, já tinha sido 
descrito no trabalho de Dias Pereira (2009), ao contrário do trabalho de Lavalle (2009), onde 
o padrão de marcação obtido foi idêntico nos dois clones, sem que se tenha obervado 
marcação membranar.É de salientar que os protocolos de imunohistoquímica dos dois 
trabalhos não são iguais, nomeadamente, no que diz respeito à recuperação antigénica e à 
diluição do anticorpo, pelo que as diferentes marcações poderão ser explicadas com base 
nestas diferenças.  
O padrão membranar observado com o clone SP21 também nas células não neoplásicas, 
sugere que a presença desta enzima ao nível da glândula mamária é constitutiva. A 
importância da COX-2 na manutenção das alterações mamárias decorrentes dos ciclos 
éstricos é sustentada pelo facto de a expressão desta enzima ser regulada por fatores 




(estrogénio, progesterona, prolactina e hormona do crescimento) e fatores de crescimento 
como o fator de crescimento epidérmico (Dias Pereira et al., 2009). 
As imunomarcações identificadas no presente trabalho vão ao encontro do referido no 
estudo de Dias Pereira et al., 2009, onde a presença de padrão membranar foi observada 
em todas as áreas e neoplasias com elevado grau de diferenciação celular, enquanto nos 
tumores e zonas mais indiferenciadas a expressão da COX-2 foi visível a nível do 
citoplasma. No trabalho agora apresentado foram incluídos na amostra pequenas áreas de 
tecidos provenientes de glândula mamária normal, o que permitiu verificar que em algumas 
zonas não neoplásicas adjacentes aos tumores analisados, o padrão das células normais é 
de tipo membranar apical, tal como observado no estudo de Dias Pereira (2009). De acordo 
com Liou et al. (2001), a localização intracelular da COX-2 deverá estar relacionada com a 
actividade metabólica e função da molécula na célula.  
A marcação citoplasmática difusa e perinuclear, deverá então estar associada a alterações 
proliferativas patológicas, tendo sido observada uma marcação citoplasmática em algumas 
áreas não neoplásicas, adjacentes a tumores (Dias Pereira et al., 2009), sugerindo que a 
internalização da enzima COX-2 poderá levar à transformação neoplásica, através da ação 

























Capítulo VII – Conclusões 
 
 
O envolvimento da COX-2 na carcinogénese mamária canina tem vindo a ser explorado ao 
longo dos últimos anos, com conclusões similares às descritas para o cancro de mama da 
mulher. A importância desta enzima como fator de prognóstico e a sua associação a fatores 
de malignidade já foi demonstrada na cadela, despertando interesse na potencial utilização 
de fármacos inibidores desta proteína como adjuvantes terapêuticos e/ou preventivos. 
Há, no entanto, uma grande variabilidade de resultados na literatura, devido aos diferentes 
protocolos de processamento das amostras e imunohistoquímicos utilizados, incluindo 
diversos anticorpos e diferentes concentrações. Acresce ainda como fatores de variabilidade 
a adoção de diferentes limiares de positividade que dificultam em muito a comparação fiável 
dos resultados. 
Para que a avaliação da COX-2 em tumores mamários caninos possa ser feita de forma 
padronizada, à semelhança do que acontece com outros marcadores utilizados em 
oncologia humana (por exemplo o HER-2 e os recetores de estrogénio e progesterona) é 
necessário proceder à uniformização da técnica de modo a obter resultados possíveis de ser 
comparados. Para tal, será também importante estabelecer quais os anticorpos anti-COX-2 
mais adequados a amostras de cadela. 
 A presente dissertação permitiu concluir que o padrão de marcação da COX-2 poderá 
constituir um dado importante em termos de prognóstico e de terapêutica, visto que a 
marcação membranar está maioritariamente associada a zonas não neoplásicas ou a 
tumores bem diferenciados, enquanto a marcação no citoplasma está associada a tumores 
menos diferenciados. 
De entre os dois anticorpos utilizados neste trabalho, concluiu-se que o clone SP21 
demonstrou ser mais sensível na detecção da COX-2, pela marcação membranar e 
citoplasmática. No entanto, a nível de valor prognóstico e terapêutico, a marcação 
citoplasmática difusa e perinuclear será provavelmente a que se deverá ter em maior 
consideração. Resta acrescentar que ambos os clones utilizados demonstraram resultados 
coincidentes, se apenas for valorizada a marcação citoplasmática, passando-se a considerar 
fisiológica a marcação membranar. Este padrão de marcação poderá constituir controlo 
positivo interno, indicador de boa execução da técnica. 
Para além do padrão de imunomarcação, também a percentagem de células positivas para 
a COX-2 é um fator de grande relevância, sendo crítico o estabelecimento de um limiar de 
positividade a partir do qual a utilização de inibidores da COX-2 poderá vir a surtir efeitos 
benéficos. Esta questão não foi ainda explorada, pelo que seria importante a realização de 




representativa de cadelas portadoras de tumores mamários, e que para a qual se conhecem 
os níveis de COX-2 para, deste modo, avaliar os efeitos dos AINES em tumores com 
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Anexo 1- Resumo da comunicação oral realizada no Congresso do Hospital 
Veterinário Montenegro (23 e 24 de fevereiro de 2013, Porto, Portugal) 
 
DETEÇÃO DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DE COX-2 EM TUMORES MAMÁRIOS 
DA GATA E CADELA POR IMUNOHISTOQUÍMICA - POSSÍVEIS IMPLICAÇÕES 
CLÍNICAS 
 Cunha, D.1; Marques, D.1; Peleteiro, M.C.1; Ferreira, F.1 
 
1 CIISA, Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade Técnica de Lisboa. Alto da Ajuda, 1300-477 
Lisboa, Portugal 
 
A cicloxigenase-2 (COX-2) é uma enzima que se encontra sobre-expressa em várias 
neoplasias humanas1 para as quais está demonstrada a associação de níveis elevados 
desta proteína com formas clínicas mais agressivas e de pior prognóstico2. Paralelamente, 
ensaios clínicos recentes têm revelado que a administração de fármacos inibidores de COX-
2 reduz o risco de desenvolvimento de cancro de mama3 e dimunui a sua capacidade 
metastática4. Em medicina veterinária, alguns trabalhos sugerem o envolvimento da COX-2 
na carcinogénese mamária na gata5,6 e cadela7,8, em especial, nos tumores de pior 
prognóstico5,7. 
Neste estudo pretendeu-se avaliar os níveis de expressão de COX-2 em neoplasias 
mamárias felinas e caninas, de forma a melhor equacionar a sua importância como futuro 
alvo terapêutico. A expressão de COX-2 foi avaliada em 21 tumores mamários de cada 
espécie, pela técnica de imunohistoquímica (IHQ), recorrendo ao uso do anticorpo anti-
COX-2 (clone 33, BD Pharmingen, Erembodegem, Bélgica). O critério utilizado para 
classificação dos tumores positivos foi o da marcação igual ou superior a 10 % de células 
tumorais presentes nos cortes analisados. 
Foi possível detetar em todas as neoplasias estudadas, a presença de células com sobre-
expressão de COX-2 apesar de um número reduzido de tumores ter sido classificado como 
positivo (14% na cadela e 5% na gata). De salientar que na cadela, todos os tumores 
considerados positivos apresentaram um elevado grau de malignidade. Pensamos que mais 
investigação será necessária neste campo, em particular, no estabelecimento do limiar de 
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